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RESUMO

A mosca, Chrysomya megacephala (Fabricius,1794),(Diptera:Calliphoridae),conhecida por
mosca da latrina oriental, € uma praga de interesse para a salde publica, além de apresentar
importancia veterinaria por provocar miiases que acometem humanos e outros animais. Assim,
0 presente trabalho objetivou avaliar as caracteristicas morfoldgicas e morfométricas que
permitam identificar e diferenciar sexualmente estes insetos; caracterizar os tipos e fungdes das
sensilas e por fim avaliar a atratividade de fontes alimentares em periodos distintos de
decomposicgédo, visando determinar a eficiéncia de compostos presentes nestas fontes
alimentares no monitoramento e controle de C. megacephala. A pesquisa foi constituida de
duas etapas:a primeira envolveu a identificacdo taxondmica dos espécimes, andlises
morfomeétricas e caracterizacdes morfofisioldgicas das sensilas. A segunda na identificacéo e
avaliagdo da influéncia comportamental dos apneumdnios emitidos por fontes alimentares em
diferentes estdgios de decomposicdo frente a mosca, C. megacephala. Para as anélises
morfologicas dos espécimes utilizou-se chaves taxondmicas com o auxilio de microscépios
estereoscopicos. Para morfometria usou-se 100 moscas C. megacephala, régua milimetrada,
paquimetro digital e microscépio estereoscdpicos. A avaliagdo morfofisiologica das sensilas
realizou-se por microscopia eletrénica por varredura (MEV). A partir da técnica de aeracdo 0s
compostos volateis presentes nas fontes alimentares foram extraidos. As avaliagdes
comportamentais das moscas C. megacephala frente aos extratos alimentares e aos padrdes
sintéticos foram realizadas em olfatdmetro de quatro bragos. Para os testes de campo usou-se
quatro tratamentos, extrato de camardo (48h), soluges sintéticas nas concentragdes 100 ppm e
50 ppm e tratamento-controle. Como resultados, identificou-se que a espécie predominante
pertence ao género Chrysomya, familia Calliphoridae e espécie C. megacephala. As analises
morfométricas demonstraram que as fémeas de C. megacephala sdo maiores que 0s machos
coespecificos na maioria das variaveis analisadas. Por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), constatou-se que as antenas de C. megacephala séo formadas por trés segmentos,
escapo, pedicelo, flagelo e aristas, caracterizou-se cinco tipos de sensilas presentes nos
segmentos antenais, observou-se dimorfismo no pedicelo, flagelo e na arista. Os resultados dos
bioensaios comportamentais com C. megacephala, demonstraram que o extrato de camarao
(48h) eliciou maior atracdo em fémeas, ao passo que, 0s machos coespecificos foram mais
atraidos para o tratamento-controle, sugerindo uma possivel repeléncia. Observou-se ainda que,
0s extratos de camardo nos distintos periodos de decomposicéao (Oh, 24h e 48h) desencadearam
os melhores tempos de permanéncia das moscas fémeas. Os resultados das anéalises do extrato
de camardo (48h) em cromatografia gasosa acoplada a um detector eletroantenogréafico (CG-
EAG) e cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacdo em chamas (CG-DIC) e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas(CG-EM) demonstraram trés
compostos bioativos, identificados como fenol, 2-nonanona e dissulfeto de metila. A avaliagéo
comportamental de C. megacephala frente aos padrdes sintéticos demonstrou que 0s compostos
testados individualmente, em combinac&o binéria ndo apresentaram diferencas significativas ao
comparar com tratamento-controle 0,01 (P>0,01 e P<0.01), em combinac&o ternaria apresentou
diferenca significativa ao comparar com tratamento-controle 0,01 (P>0,01 e P<0.01). As
analises(EAG) das moscas C. megacephala frente aos padrdes sintéticos mostraram-se
equivalentes as observadas no extrato de camardo (48h). Nos testes de campo o extrato de
camarao 48 h e mistura ternaria dos padrdes sintéticos(50ppm e 100ppm) desencadearam maior
atratividade para as moscas fémeas. Do total capturados 324 espécimes, 219 foram C.
megacephala. Estes resultados, demonstram o uso potencial destas substancias em
armadilhas,visando ao monitoramento e controle de C.megacephala no manejo integrado.
Palavras-chave: Miiase secundaria; Sensilas; Controle; Pragas; Aleloquimicos.
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ABSTRACT

The fly, Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae), known as the
eastern latrine fly, is a pest of interest to public health, in addition to being of veterinary
importance for causing myiasis that affects humans and other animals. Thus, the present work
aimed to evaluate the morphological and morphometric characteristics that allow to identify
and sexually differentiate these insects; characterize the types and functions of the sensillae and
finally evaluate the attractiveness of food sources in different periods of decomposition, aiming
to determine the efficiency of compounds present in these food sources in the monitoring and
control of C. megacephala. The research consisted of two stages: the first involved the
taxonomic identification of specimens, morphometric analysis and morphophysiological
characterizations of the sensillae. The second in the identification and evaluation of the
behavioral influence of apneumones emitted by food sources at different stages of
decomposition against the fly, C. megacephala. The morphological analysis of the specimens,
dichotomous keys were used with the aid of a stereoscopic microscope, for morphometry, 100
C. megacephala flies, millimeter ruler, digital caliper and stereoscopic microscope were used.
The morphophysiological evaluation of the sensilla was performed by scanning electron
microscopy (SEM). From the aeration technique, volatile compounds present in food sources
were extracted. The behavioral assessments of C. megacephala flies against food sources and
synthetic standards were performed using a four-arm olfactometer. For the field tests, four
treatments were used shrimp extract (48h), synthetic solution in concentrations 100 ppm and
50 ppm and control treatment). As a result, it was identified that the predominant species belong
to the genus Chrysomya, family Calliphoridae and species C. megacephala. The morphometric
analyzes showed that the females of C. megacephala are larger than the co-specific males in
most of the variables analyzed. Scanning electron microscopy (SEM) it was found that the
antennae of C. megacephala are formed by three segments, scape, pedicel , flagella and arista,
five types of sensilla .present in the antennal segments were characterized, dimorphism was
observed in the pedicel, flagellum and arista. The results of the behavioral bioassays with C.
megacephala, demonstrated that the 48h shrimp extract elicited greater attraction in females,
whereas, the co-specific males were more attracted to the control treatment, suggesting a
possible repellency. t was also observed that the shrimp extracts in the different decomposition
periods (Oh, 24h and 48h) triggered the best residence times of the female flies. The results of
the analyzes of the shrimp extract (48h) in gas chromatography coupled to an
electroantenographic detector CG-EAG) and gas chromatography coupled to a flame ionization
detector (CG-DIC) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG-EM)
demonstrated three bioactive compounds, identified as phenol, 2-nonanone and methyl
disulfide. The behavioral evaluation of C.megacephala against synthetic standards showed that
the compounds tested individually, in binary combination, did not show significant differences
when compared with the control-treatment 0,01 (P>0,01 e P<0.01), in ternary combination
showed a significant difference when compared with treatment- control 0,01 (P>0,01 e P<0.01).
The analyzes (EAG) of the C. megacephala flies against the synthetic standards proved to be
equivalent to those observed in the (48h) shrimp sample. In the field conditions, the shrimp
extract (48h) and the ternary mixture of the synthetic patterns (50 ppm and 100 ppm) triggered
greater attractiveness for the female flies. Of the total captured 324 specimens, 219 were
identified as C. megacephala. These results demonstrate the potential use of these substances
in traps, aiming at the monitoring and control of C. megacephala of integrated management.
Keywords: Secondary myiasis; Sensilla; Pest; control; Allelochemicals.
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1. INTRODUCAO GERAL

A mosca varejeira, Chrysomya megacephala (Fabricius 1794) pertence a familia
Calliphoridae. E originaria da Australia e foi introduzida casualmente no continente americano,
provavelmente através de navios que traziam os refugiados do continente africano
(GUIMARAES et al. 1978, 1979).

Essa espécie € um inseto holometabolo, ou seja, possui metamorfose completa (ovo,
larva, pupa e adulto). Nas fases de larvas provocam miiase secundaria, doenca causada ao
invadirem os tecidos humanos e de outros animais de importancia econémica significativa
como suinos, bovinos, ovinos, entre outras ( BRAGA et al. 2011; FERRAZ et al. 2011,
VALVIESSE et al. 2014).

Os califorideos desenvolvem-se em trés fases larvais, as quais adquirem proteinas para
a nutricdo e desenvolvimento nos tecidos dos animais, como consequéncia causam lesdes nos
hospedeiros (RAFAEL et al. 2012), sendo que o nivel de infestagdo das larvas no hospedeiro é
avaliado a partir da gravidade destas lesdes (HORENSTEIN et. al. 2010; LINHARES, 2011).

Na fase adulta, a mosca varejeira tem grande importancia médica por ser um inseto-
vetor de diversos patdgenos, entre esses, virus, fungos, bactérias e helmintos (FURLANETTO
et. al.1984). O comportamento sinantropico, associado aos habitos alimentares, permite que as
moscas Vvarejeiras transportem mecanicamente Vvarios microrganismos patogénicos de
substratos contaminados para seres humanos e outros animais (JUNQUEIRA et al. 2017).

Os prejuizos econémicos causados pelos ectoparasitas estdo entre os principais fatores
de decréscimo da producdo animal, os quais provocam sérios danos ao setor agropecuario e
consequentemente acarretam grandes prejuizos econdmicos (MOYA; BORJA 2003).

No Brasil, a pecuaria tem participacdo expressiva gerando emprego, renda e crescimento
econdmico para o pais. Nesta cadeia, o rebanho bovino apresenta a maior lucratividade, pois
proporciona o desenvolvimento de dois segmentos distintos: a cadeia produtiva de corte para
producdo de carne para 0 consumo humano e a cadeia produtiva de leite, para producéo de leite
e seus derivados (MAPA,2015). No cenario nacional, estima-se que 0 agronegacio da pecuéria
de corte gerou em 2019 aproximadamente 618.50 bilhdes, 3,5 acima dos 597.22 bilhdes
alcancados em 2018, o que evidencia a importancia econdmica e social da pecuéria no pais
(ABIEC, 2020).
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O estado de Alagoas, conforme o Ultimo censo agropecuario (2017), possui um efetivo
bovino de 786.018 mil cabecas, sendo que, deste montante, 81.599 cabecas sdo de vacas
ordenhadas garantindo uma produgdo média anual de mais de 18 milhGes de litros com uma
arrecadacdo média superior a 20 milhdes de reais (IBGE, 2017). Estes dados indicam que o
setor pecuarista brasileiro participa efetivamente da socioeconomia nacional, desta forma, fica
clara a necessidade da mitigacdo dos fatores limitantes da produtividade, principalmente os
provocados pela presenca de insetos-praga.

No entanto, o tipo de criagdo predominante extensiva com grandes areas ocupadas,
associado as condicbes de clima no Brasil (altas temperaturas e umidade) favorecem a
proliferacdo de varios parasitos, entre eles, C. megacephala, acarretando sérios prejuizos para
a bovinocultura.

As perdas econdmicas causadas pela presencga dos parasitos, tanto interno com externo
que acometem os bovinos, reduzem significativamente a rentabilidade da atividade pecuéria,
uma vez que reduz a producdo de leite e carne, o indice de fertilidade e ainda causa estresse e
perda de peso nos animais. Os prejuizos econbémicos no Brasil com investimentos em
medicamentos e pesticidas foram de, aproximadamente, R$ 13,96 bilhdes (GRISI et al. 2014).

Para o controle destes insetos, Sukontason et. al. (2005) e Torres et al. (2011)
ressaltaram, que o uso de inseticidas sintéticos com aplicacGes em diferentes formas (spray,
banho, brincos, etc.). Contudo, o uso continuo destes produtos pode desenvolver resisténcia nos
insetos, danos ambientais e atingir de forma negativa os organismos ndo-alvos, além da
exposicao inadequada do trabalhador ocasionando sérios riscos a salide deste que, na sua grande
maioria, ndo cumprem as normas recomendadas de aplicacéo.

Assim, devido aos prejuizos socioeconémicos, ambientais e para a saude publica e ainda
as exigéncias por alimentos de alta qualidade no mercado interno e internacional, € crescente a
busca por métodos de controle que reduzam ou eliminem os problemas causados pelo uso
continuo de inseticidas. Neste viés, 0s semioquimicos apresentam-se como um excelente
candidato para controle e monitoramento de insetos praga, mitigando os impactos ambientais,
0s problemas de saude e econémicos.

Os semioquimicos sdo sinais quimicos que permitem a comunicagédo entre organismos
vivos (Blande, 2017). Esses sinais sdo utilizados como ferramentas eficientes no manejo
integrado de pragas (Hansel et al. 2019; Stevens et al. 2019). Os quais, sdo classificados,
conforme os individuos envolvidos nas interagcbes que medeiam, quando 0s semioquimicos

estdo envolvidos em interacdes intraespecificas sdo denominados de feromonios, quando 0s
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semioquimicos estdo envolvidos em interacdes interespecificas sdo definidos como
alelogimicos. Um aleloquimico é classificado, conforme o ganho ou prejuizo ecoldgico que
produz para o emissor e para o receptor, podendo ser classificado como alomonio, cairoménio
ou sinomdnio (Zarbin et al. 2009; Mori 2013). No grupo dos alelogquimicos encontra-se também
0S apneumonios, os quais se encontram em interacbes envolvendo materiais ndo vivos
(NORDLUND; LEWIS, 1976)

Entre os semioquimicos, os apneumonios podem ser uma alternativa viavel na utilizacéo
como iscas atrativas em armadilhas na captura de mosca varejeira, uma vez que sdo atraidas
por compostos volateis emitidos por matéria organica em decomposi¢cdo como sitio de
alimentacdo e oviposicdo. Os compostos volateis liberados por diferentes fontes alimentares
em periodos distintos de decomposicdo podem exercer influéncia no comportamento de C.
megacephala. Desta forma, identificar as moléculas bioativas em fontes alimentares e propor
formulacGes de iscas com potencial uso em armadilhas de monitoramento e controle de C.
megacephala, constitui 0 objetivo dessa pesquisa.

Assim, esta tese estd organizada em duas partes. A primeira parte constitui uma
introducdo geral, contendo uma revisdo bibliografica sobre aspectos gerais, ciclo reprodutivo e
métodos de controle da espécie C. megacephala até agora em uso. A segunda parte esta dividida
em quatro capitulos . O Capitulo 1, intitulado “Caracterizacao e dimorfismo sexual da mosca
varejeira Chrysomya megacephala” objetivou identificar e quantificar morfologica e
morfometricamente as estruturas corporais da espécie, para auxiliar na identificacdo da mesma.

O Capitulo 2, cujo titulo é “Identificagdo e avaliagdo da influéncia comportamental dos
apneumonios emitidos por diferentes fontes alimentares frente a mosca, Chrysomya
megacephala Fabricius, 1794 (Diptera- Calliphoridae), propés avaliar o potencial atrativo dos
compostos organicos volateis emitidos de trés fontes alimentares, em diferentes periodos de
decomposicéo, para fémeas e machos de C. megacephala.

No Capitulo 3, esta anexado um depdsito de Patente de utilidade, “Olfatdmetro de
quatro bracos adaptados para mosca varejeira” que descreve uma nova metodologia adequada
para a realizacdo de bioensaios com moscas, especificamente moscas varejeiras a partir de
modificagdes em olfatdbmetro de quatro bragos e, para finalizar, o Capitulo 4, apresenta um
deposito de Patente de Invengao® Isca natural com atratividade para moscas varejeiras a base
de apneumdnios, eficaz no monitoramento e controle da populacéo adulta de moscas varejeiras,
Chrysomya megacephala — (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae)” referente a uma isca

natural atraente para moscas varejeiras, a partir camardao em estagio de decomposicéo, 48h.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da espécie

A espécie C. megacephala (Fabricius 1794) (Diptera: Calliphoridae) encontra-se em
toda a regido biogeografica, ou seja, apresenta distribuicdo cosmopolita. A familia
Calliphoridae esta dividida em 11 subfamilias, 150 géneros e aproximadamente 1.500 espécies
caracterizadas (MARINHO et al. 2017; ELASQUEZ et al. 2017; ZHANG et al. 2016).

Acredita-se que a espécie foi introduzida no Sul do Brasil na década de 70,
provavelmente através de navios que carregavam os refugiados que saiam da Angola para o
Brasil acompanhados de seus animais domésticos, geralmente em péssimas condi¢des de
higiene (GUIMARAES et al. 1979), proporcionando a expanséo acelerada da espécie em toda
a Ameérica do Sul (OLIVEIRA-COSTA, 2013) onde é conhecida popularmente por mosca
varejeira (OLIVEIRA-COSTA, 2011).

Os insetos adultos, sdo geralmente robustos com tamanho que variam de 4 a 16 mm de
comprimento. Apresentam coloracdo que varia de azul a verde metélica em todo o térax e
abdémen e os seus olhos sdo compostos com uma grande quantidade de omatidios, que 0s
confere tons vermelhos (CARVALHO; MELLO-PATIU, 2008; GOMES, 2010). Exibem
antenas com aristas plumosas, genas com coloracdo alaranjada e apresentam dimorfismo
sexual, sendo que os machos apresentam olhos holépticos enquanto que nas fémeas estes sdo
dicopticos(OLIVEIRA-COSTA, 2013).

Nas fases larvais desenvolvem-se geralmente em detritos orgénicos principalmente
fezes e carcagas de animais mortos, mas também se desenvolver em tecidos de animais vivos,
conforme os habitos alimentares das larvas sdo consideradas parasitas obrigatorios e/ou
facultativos (OLIVEIRA-COSTA et al. 2007).

Quando o desenvolvimento das larvas das moscas acontece nos tecidos do homem ou
de outros animais vertebrados, ha evidéncias de que os califorideos se alimentam dos tecidos
vivos ou mortos do hospedeiro, nos quais, adquiriram proteinas para a nutricdo e
desenvolvimento (RAFAEL et al 2012). Quando instaladas nos tecidos de bovinos, por
exemplo, causam lesbes na pele dos hospedeiros e como consequéncia geram perdas
significativas na producéo de leite, carne, danos na qualidade do couro e, dependendo do nivel

de infestagdo, pode levar o individuo a 6bito (Figura 1).
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A miiase, como é chamada esta infeccdo, pode acomenter também o homem,
provocando lesbes dérmicas, resultando em pontos de entradas para infeccdes (GUIMARAES
et al. 1983).

Figura 1: Desenvolvimento das larvas de Chrysomya megacephala no hospedeiro. A)
massa de ovos depositadas no hospedeiro. Larvas de diferentes instares se alimentado
nos ferimentos do hospedeiro(A, B, C, D, E e F).

c : sk
A% d g

Adaptado de old-world screw-worm fly: a diagnostic manual (2017)

Essas moscas possuem enorme importancia médica-sanitaria, uma vez que suas larvas
provocam miiases secundarias em animais e seres humanos, ou seja, suas larvas infectam areas
ja ulceradas (SCHOLL et al. 2019). Ja os adultos, séo referenciados como insetos-vetores de
varios tipos de patdgenos, como; virus, bactérias, helmintos entre outros (CARNEIRO et al.
2014).

2.2- Ciclo de vida de mosca varejeira, Chrsomya megacephala

Essa espécie é considerada holometabola, com o ciclo reprodutivo em quatro distintos
estagios: ovo, larva (trés instares), pupa e adulto (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011). A
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longevidade dessa espécie pode variar de um até dois meses (Figura 2) (GABRE et al. 2005;
BARROS-CORDEIRO; PUJOL-LUZ, 2010).

Figura 2: Ciclo de vida mosca varejeira, Chrysomya megacephala

Acasalamento

Emergéncia de adultos jovens

Ovipositando em hospedeiro

Pupa no solo

-

Desenvolvimento das larvas

<=,

Evacuacao das larvas das lesoes

Fonte: Adaptado de old-world screw-worm fly: a diagnostic manual (2017)

Os ovos de C. megacephala sdo geralmente pequenos, translicidos e apresentam
estreitamentos nas duas extremidades, medem aproximadamente 0,52 mm de comprimento
(DAVID; ROCHA; CAETANO, 2008).

As larvas de primeiro instar sdo caracterizadas por possuirem tamanho médio de 3,22
mm de comprimento, o corpo dividido em 12 segmentos e cada um destes apresentam fileiras
de micro espinhos que podem variar em tamanho, forma e posi¢do. Apresentam um par de
antenas, um palpo e a crista oral e dentes supra bucais, com esqueleto cefalofaringeano com
pouca pigmentacéo e esclerotizado. Exibem um par de espiraculos posteriores com uma Unica
abertura espiracular, e formacao do peritrema com desenvolvimento incompleto. Este instar
tem duracdo média 16 horas (BARROS-CORDEIRO; PUJOL-LUZ, 2010).

As larvas do segundo instar apresentam um maior desenvolvimento, com comprimento
médio de 7,97 mm. Possuem, na regido posterior do Gltimo segmento abdominal, um par de
espiraculos com duas aberturas cada. O espiraculo e o peritrema apresentam desenvolvimento
parcial e pigmentado com nove ou dez branquias, tém esclerotizacdo forte na maxila,
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pigmentacdo e curva com apice pontiagudo e a mandibula apresenta-se fusionada a maxila
(BARROS-CORDEIRO; PUJOL-LUZ, 2010).

J& as larvas de terceiro instar ttm o comprimento médio de 15,51 mm, possuem
esqueleto cefalofaringeano totalmente formado, os epiradculos anteriores apresentam-se
desenvolvidos e pigmentados. No Gltimo segmento abdominal os cada espiraculos posteriores
encontram-se com trés aberturas e peritrema incompleto com 10 a 12 branquias (BARROS-
CORDEIRO; PUJOL-LUZ, 2010).

Apos o terceiro instar, as larvas atingem o maximo de crescimento, abandonam as lesdes
e migram para o solo, iniciando o processo de pupa (HINTON, 1946). As pupas se desenvolvem
em um envoltério formado pelo endurecimento da cuticula da ultima fase larval. Tem forma
arrendonda com média de 9,34 mm comprimento e 3,34 mm de didmetro, onde permanecem
até a emergéncia do adulto (SIRIWATTANARUNGSEE et al. 2005).

2.3 Métodos empregados no controle de Chrysomya megacephala

Os métodos de controles da C. megacephala encontram-se baseados nos métodos
tradicionais, os quais podemos citar: quimico, mecanicos, bioldgico, e os oriundos de extratos
de vegetais, e ainda tecnologia genética, que tem como objetivo a selecdo de animais menos
suscetivel as infestacBes (FOIL; HOGSETTE, 1994; TELLAM; BOWLES, 1997; MALIK et
al. 2007; SANDEMAN et al. 2014).

2.3.1 Controle quimico

A estratégia classica para o controle da mosca varejeira € através do uso de inseticidas,
uma pratica muito utilizado no setor agropecuario (VARGAS-TERBAN et al. 2005). A
aplicabilidade deste tipo de controle foram de maneira inadequada, provocaram sérios danos a
salide e ao meio ambiente, além de causarem grandes perdas econémicas ao setor agropecuario,
em razdo das inumeras aplica¢bes (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

O uso inapropriado dos produtos quimicos para o controle de C. megacephala , sem o
cumprimento das normas de aplicabilidade e seguranga, pode ter como consequéncia acumulo
de residuos quimicos de (organofosforados e piretroides), os quais podem ser encontrados nos
alimentos como na carne e no leite (CORONEL, 2011). Todavia, mesmo assim o controle é
realizado com este grupo quimico, pois como relataram Mihara; Kurahashi (1991) e

Sukontason et al. (2005) estes sdo 0s mais ativos em populacGes adultas de C. megacephala.
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Os compostos organofosforados (OFs) sdo muito usados pela sua alta eficiéncia contra
uma grande variedade de pragas, além de serem referenciados como o grupo de pesticidas com
maior praticidade, uma vez que tem degradagdo rdpida no meio ambiente, com um menor
impacto ambiental (GUEVARA; PUEYO, 1995). O mecanismo de a¢do dos OFs ocorre pela
inibicdo das enzimas esterases, acetilcolinesterase (AChE) nas sinapses nervosas (SILVA et al.
2010).

Golan (2009) e Katzung (2014) destacam que a acetilcolinesterase € uma enzima de
grande atividade na degradacéo do neurotransmissor acetilcolina, que se encontra presente na
fenda sinéptica, que ocorre durante a transmissdo do impulso nervoso. Os organofosforados
ligam-se ao sitio ativo das enzimas, causando a inibicdo da sua acdo. Como consequéncia ocorre

acumulo de acetilcolina nos colinoreceptores, gerando alta toxidade ao organismo.

2.3.2 Controle bioldgico

Conforme Parra (2002), o controle biolégico é definido como um fenémeno natural,
onde um determinado numero de animais pertencente a uma referida espécie € restringido pela
acdo de seus inimigos relacionados. O controle bioldgico pode ser utilizado de duas formas: de
maneira natural (evento natural) sem a intervencdo do homem e com a interferéncia humana,
capaz de manipular e/ou introduzir organismo e controlar a praga de forma eficiente (PARRA,
2002).

O uso de microhimendpteros como parasitdides de C. megacephala ja foi muito
utilizado e comercializado no meio rural em diversos paises. Carvalho et al. (2003) citam as
espécies Tachinaephagus zealandicus (Encyrtidae), Pachycrepoideus indemiae (Pteromalidae)
e Nasonia vitripennis (Pteromalidae) como o microhimendpteros parasitoides da mosca
varejeiras. Carvalho et. al. (2004) avaliando a acdo destes parasitodes verificaram um alto indice
de parasitismo em pupas e larvas, demonstrando, serem promissores para o controle bioldgico.

O controle biolégico com utilizagdo de fungos também pode ser eficaz para a mosca
varejeira. Um estudo realizado por Carramaschi et al. (2015) com cepas de Brevibacillus
laterosporus demonstrou que estes possui acéo larvicida com alta toxidade. Esses resultados
sugerem que B. laterosporus podera ser utilizado para desenvolver bioinseticidas no controle
de C. megacephala.

De acordo com Usta (2013), os métodos de controle bioldgico para a especie C.

megacephala a partir dos parasitoides T. zealandicus, P. vindemiae, N. vitripennis e dos fungos
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entomopatogénicos B. laterosporus e B. thuringiensis, apresentam-se como uma alternativa
promissora para a reducdo do uso de agroquimico, a medida que reduz 0s impactos
ambientais, apresentam espectro de agédo restrito a determinada praga, exposi¢do de riscos

reduzidos para o ser humano, além da redugdo dos residuos quimicos nos alimentos.

2. 3.3 Produtos naturais (extrato de vegetais)

Na busca por métodos de controle que proporcionem menor impacto ambiental,
compativeis com os programas de manejo integrado das pragas (MIP), as plantas com acéo
inseticidas e seus extratos sdo apontados como ferramentas importantes, pois apresentam
propriedades toxicoldgicas favoraveis, minimizacdo dos efeitos sobre 0s organismos nédo alvos,
menor impacto ambiental , além da reducdo dos problemas de salude para 0 homem e animal
(VASCONCELOS et al. 2006).

As plantas estabeleceram uma importante estratégia de defesa a partir dos metabolitos
secundarios. Varios desses metabolitos podem interromper etapas fisioldgicas dos insetos,
relacionadas ao sistema neuroenddcrino atingindo aspectos reprodutivos e da metamorfose, de
maneira que constituem um importante método alternativo de controle (STOKA, 1987;
GARCIA; AZAMBUJA, 2004).

Ao analisar o efeito fitotoxico do latex liofilizado de Parahancornia amapa
(Apocynaceae) no desenvolvimento pés-embrionario de C. megacephala, Mendonga et al.
(2011) verificaram que houve alteracdo nos periodos de desenvolvimento e nos pesos das pupas
e em altas concentracGes alteraram o ciclo reprodutivo do inseto.

O extrato de Nim (Azadirachta indica) € um produto natural bastante promissor no
controle de C. megacephala. Deleito e Borja (2008) verificou reducdo acima de 90% de pupas
na concentracdo de 0,06% de 6leo de nim em condi¢cbes de campo e laboratério.
Siriwattanarungsee et al. (2008) verificaram que a azadiractina, presente nos extratos de nim,
reduziu a emergéncia de adultos e ainda ocasionou a diminui¢do na fecundidade de geracdo
subsequente.

A eficacia de outras espécies vegetais ja foi comprovada para a mosca varejeira
apresentando, inclusive, diferentes modos de acdo, tais como, agdo de repeléncia em 0Oleos
essenciais de Melaleuca alternifolia e Carapa guianensis (KLAUCK et al. 2015), agéo
larvicida e adulticida com oléos essénciais de Citrus hystrix (SUWANNAYOD et al. 2018),

acao ovicida com Anacardium occidentale (FERREIRA DE CARVALHO et al. 2019) e acéo
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sinérgica com Oleos essenciais de Boesenbergia rotunda, Curcuma longa, Citrus hystrix
Ocimum gratissimum e Zanthoxylum limonella (SUWANNAYOD et al. 2019).

Tais estudos deixam evidentes que 0s compostos que se encontram nas plantas possuem
propriedades que podem ser toxicas, repelentes, deterrentes de alimentag&o e/ou oviposicao,
além das peculiaridades de inibidoras de crescimento e esterilizantes, as quais formam uma
defesa quimica contra organismos que se alimentam de vegetais e outros insetos (GUPTA et al.
2001; SAAD et al. 2017).

2.3.4 Utilizacao de semioquimicos

Semioquimicos sdo compostos quimicos liberados por muitas espécies como um meio
de comunicacdo intra e interespecifica. Nos insetos, esses compostos quimicos séo identificados
em seu sistema olfativo, que é extremamente agucado, gracas a complexidade das antenas,
orgdos dedicados fundamentalmente a deteccdo de estimulos olfativos, mecanicos, térmicos ou
hidricos. Além das sensilas presentes nas antenas, os insetos podem detectar odores mediante
sensilas presentes nos palpos maxilares ou labiais. Essa comunicacéo quimica é necessaria para
garantir a sobrevivéncia da espécie, uma vez que € usada para encontrar parceiros para o
acasalamento, localizar sitios de alimentacdo e oviposi¢do, plantas hospedeiras e identificar
situacOes de perigo (BREZOLIN et al. 2018; LIMA; BLANDE, 2017; LORENZO; MELO,
2012).

Esses sinais quimicos podem ser intraespecificos, ou seja, comunicagdo ocorre entre 0s
individuos da mesma espécie e sdo chamados de feromonios. De acordo com a alteracédo
provocada no comportamento, sdo classificados como sexual, de trilha, de alarme ou de
agregacdo. Quando a comunicacdo ocorre entre individuos de espécies diferentes, 0s sinais
quimicos envolvidos mediam as relacdes interespecificas e sdo denominados de aleloquimicos
(ZARBIN et al. 2009; MORI, 2013). Os aleloquimicos sao classificados a partir das vantagens
ou prejuizo ecoldgico que provocam ao organismo emissor e/ou receptor, podendo ser
classificado em alomonio, cairoménio ou sinomonio (ZARBIN et al. 2009; MORI, 2013).

Ja os apneumonios sdo referenciados como aleloquimicos que estdo associados a
materias ndo vivas, os quais formam interacGes entre organismos que sdo atraidos por sinais
gue se beneficiam a partir dessa fonte de matéria ndo viva, entretanto, 0s sinais sao nocivos
para outros organismos, de outras espécies, que se associem a matéria ndo viva (NORDLUND;

LEWIS, 1976).
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O fato dos semioquimicos desencadearem mudancas nas respostas comportamentais dos
insetos, faz com que esses compostos sejam apontados como uma ferramenta promissora para
0 monitoramento e controle de pragas (TREMATERRA, 2012). Os semioquimicos tém sido
muito utilizado como estratégia eficiente no manejo integrado de pragas (MIP).

Conforme Smith (1986) os apneumdnios sdo compostos volateis emitidos no decorrer
do estagio de decomposicdo das carcacas, que favorecem as moscas-varejeiras a encontrar
locais para a alimentacdo de sua prole, para a oviposi¢do e para encontrar parceiro sexual.
Assim, entender os fatores que influenciam no comportamento das moscas para oviposicao e
alimentacdo podem auxiliar no desenvolvimento de ferramentas com aplicabilidade nas
estratégias de monitoramento e controle de insetos- pragas (PATEL-HARDIK, GOHIL, 2014)

Para Richards et al. (2013) a utilizacdo de carcacas de animais em diferentes estagios de
decomposicgéo para substrato de oviposicdo tem reflex&o na velocidade de desenvolvimento, no
periodo necessario para pupacao e no tamanho do inseto adulto. Na concepcao de Johansen et
al. (2013) a partir dos perfis dos compostos volateis pelas carcacas de diferentes animais, as
moscas sdo capazes de perceber substratos com diferentes estadgios de decomposicdo e a
potencialidade como fontes para alimentagéo e oviposic¢ao, sem contato visual ou gustativo.

Alguns estudos propuseram a analise da utilizacdo de carcagas de diferentes animais em
estagios de decomposicdo como fontes atrativas e obtiveram alto indice de captura de moscas
varejeiras. Vale citar os trabalhos de Moretti et al. (2008) com a atratividade da carcaca de
camundongo (Mus musculus) e rato (Rattus norvegicus) e Biavati et al. (2010), Ortloff et al.
(2012) e Alves et al. (2014) com carcagas de porco (Sus scrofa).

2.4 Técnica de identificacdo taxondmica

A identificacdo morfoldgica € realizada por meio de chaves de identificacOes alicercadas
nas caracteristicas morfolégicas de cada espécie sendo considerada muito segura. A
identificacdo correta de um inseto &€ o principio béasico para solucionar problemas
entomologicos e a biologia do inseto (FUJIHARA, 2011).

A organizacgéo de chaves para identificacdo foi de suma importancia para a ciéncia que
se iniciava no século XVII, visto que se tornou possivel verificar rapidamente com seguranca
as caracteristicas minuciosas de diversos organismos (WALTER, WINTERTON, 2007).

Dentre as principais formas de apresentagdo com diferencas pequenas estruturais e

gréficas estdo chaves pictdricas, dicotbmicas e interativas (SELTMANN, 2004; FUJIHARA,
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2008). No entanto, para processamento da identificacdo é necessario uma grande quantidade
funcional de caracteres, que podem ser divididos em monotéticas ou politéticas, conforme a
disposicao dos elementos na chave (PAPAVERO, 1994)

De acordo com Seltmann (2004) as chaves pictoricas apresentam imagens anexas que
ilustram o carater taxonémico, uma técnica que facilita o uso da chave e provavelmente resulta
em um maior namero de identificacdes corretas, sendo muito utilizadas em manuais e
publicacBGes semelhantes.

As chaves dicotdbmicas, também conhecidas como convencionais, sdo exemplos que se
encaixam no tipo monotética, e possuem ilustracBes, importantes em casos de descricdo de
novos taxon ou para auxiliar usuarios ndo taxonomistas (PAPAVERO, 1994; DALLWITZ et
al 2000; WALTER, WINTERTON, 2007)

As caracteristicas morfologicas da espécie pesquisada estdo descritas em chaves
dicotdbmicas e pictdricas propostas por Mello et al (2003) e Grella et al (2015) para identificacdo

das formas adultas da familia Calliphoridae, incluindo a espécie C. megacephala.

2.5 Analises morfométricas

O uso da morfometria tradicional é uma ferramenta importante para complementar a
identificacdo morfoldgica das espécies. Conceitualmente, a analise morfométrica é um estudo
guantitativo de tamanho bioldgico e diferentes formas e variacdo nos espécimes
correlacionando-os com fatores bidticos e abioticos (WEBSTER; SHEETS,2010).

De acordo com Silva (2008) a morfometria é a expressdo matematica das diferencas
entres as formas. O estudo morfométrico pode ser aplicado como estratégia em estudo

entomoldgico e auxiliar em diversos ramos (PIRES, 2006).
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CAPITULO 1: CARACTERIZACAO E DIMORFISMO SEXUAL DA MOSCA
VAREJEIRA, Chrysomya megacephala (FABRICIUS, 1794)
(DIPTERA:CALLIPHORIDAE)

RESUMO

As moscas varejeiras sdo consideradas pragas de interesse a salde publica e para o setor
agropecuério, geralmente encontradas junto & matéria organica em decomposi¢cdo. Esta
associacdo com os habitos alimentares, confere a estes insetos uma grande importancia do ponto
de vista médico e veterinario. Assim, a presente pesquisa objetivou caracterizar a morfologia,
guanto morfometria, identificar os tipos e distribuicdo das sensilas presentes nas antenas e
encontrar diferencas quantitativas que possibilitem sua diferenciacdo sexual. Para isso
utilizaram-se diferentes técnicas. Para as avaliacdes, os espécimes foram coletados em dois
municipios (Macei6 e Rio-Largo, AL), através da coleta passiva, mediante a instalacdo de
armadilhas. Os espécimes foram identificados baseados em chaves taxondmicas, com auxilio
de microscépio estereoscopio com ocular graduada. Para as analises morfométricas foram
utilizadas 100 moscas, 50% de ambos 0s sexos, um microscopio estereoscopico com ocular
graduada, uma régua milimetrada e um paquimetro digital de marca, Stainlesshar dened. Para
as analises morfofisioldgicas das antenas, as avaliacdes dos tipos de sensilas distribuidas nos
segmentos antenais e caracterizacdo de dimorfismo sexual em C. megacephala, utilizou-se a
técnica da Microscopia Eletrénica por Varredura (MEV). Foram coletados 1562 espécimes,
sendo que 743 identificadas como C. megacephala e 819 espécimes nao foram identificados.
Os resultados obtidos identificaram a espécie C. megacephala como predominante nos dois
municipios coletados,essa espécie pertence ao género Chrysomya e familia Calliphoridae.As
analises morfomeétricas das estruturas corpéreas de C. megacephala permitiram ratificar a
espécie e constataram dimorfismo sexual presenta na regido da cabeca.Nas estruturas corporeas
entre os sexos foram observadas diferencas significativas na maioria das variaveis analisadas.
Nas antenas de C. megacephala trés segmentos foram observados (escapo, pedicelo, flagelo e
arista, localizada dorso-lateralmente na antena), através das analises do comprimento e largura
dos segmentos antenais, foram observadas diferengas significativas entre ambos 0s sexos no
pedicelo, flagelo e na arista ao nivel P<0,05 pelo teste t (Student), observou-se dimorfismo
sexual nesses segmentos. Diferencas significativas ndo foram observados nas sensilas de C.
megacephala ao nivel P>0,05 pelo teste t (Student).As analises morfoldgicas das antenas das
moscas machos e fémeas de C. megacephala constataram sensilas com distintas caracteristicas
morfologicas e fungbes, que provavelmente influenciaram o comportamento da referida
especie. Desta forma, este estudo identificou a espécie predominante nos municipios,
proporcionou o conhecimento bioldgico de C. megacephala e possibilitard o desenvolvimento
de métodos de controle e monitoramento eficientes para referida praga.

Palavras Chaves: Técnicas de identifica¢bes; Dimorfismo sexual; Segmentos antenais.
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CHAPTER 1: FLY CHARACTERIZATION AND SEXUAL DIMORPHISM
VAREJEIRA, Chrysomya megacephala (FABRICIUS, 1794) (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE)

ABSTRACT

Blowflies are considered pests of interest to public health and the agricultural sector, generally
found together with decomposing organic matter. This association with eating habits gives these
insects great importance from a medical and veterinary point of view.Thus, this research aimed
to characterize the morphology as well as morphometry, identify the types and distribution of
the sensillae present in the antennas and find quantitative differences that enable their sexual
differentiation. For this it used different techniques. For the evaluations, the specimens were
collected in two municipalities (Macei¢ and Rio-Largo, AL), by the use of passive collection,
through the installation of traps. The specimens were determined in taxonomic keys and with
the aid of a stereoscopic microscope with a graduated eyepiece. For the morphometric analyses,
100 flies were used, 50% of both sexes, a stereoscopic microscope with ocular grad, a
millimeter ruler and a digital caliper of Stainlesshar dened brand. For the morphological
analysis of the antennas, the evaluation of the types of sensiles distributed in the antenal
segments and the presence of sexual dimorphism in C. megacephala, was used the technique
of Scanning Electron Microscopy (SEM). 1562 species were collected, 743 identified as C.
megacephala and 819 species were not identified. The results obtained identified the species C.
megacephala as predominant in the two municipalities collected, this species belongs to the
genus Chrysomya and family Calliphoridae. The morphometric analyses of the corporeal
structures of C. megacephala made it possible to ratify the species and found sexual dimorphism
in the head region. In the body structures between the sexes, significant differences were
observed in most of the variables analyzed. In the antennae of C. megacephala three segments
were observed (scape, pedicel, flagellum and the arista is located laterally on the antenna),
through the analyses of the length and width of the antenal segments, significant differences
were observed between both sexes in the pedicel, flagellum and in arista at level P0.05 by t test
(Student), showing sexual dimorphism was observed in these segments. Significant differences
were not observed in the sensilla of C. megacephala at P>0.05 by t test (Student). Morphological
analyses of the antennae of male and female flies of C. megacephala found sensilla with
different morphological characteristics and functions, which probably influenced the behavior
of this species. Thus, this study identified the predominant species in the municipalities,
provided the biological knowledge of C. megacephala and will enable the development of
efficient control and monitoring methods for this pest.

Keywords: Identification techniques; Sexual dimorphism; Antennal segments.
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1 INTRODUCAO

As espeécies de dipteros da familia Calliphoridae sdo popularmente conhecidas como
moscas varejeiras. Nesta familia possuem 109 géneros e 1500 espécies caraterizadas
aproximadamente (THOMPSON, 2013). Quando adultas, as moscas possuem coloracéo que
variam de azul, violeta, verde ou cobre, com reflexos metalicos, cujas cores sdo evidenciadas
principalmente no térax e abdome e possuem antenas do tipo aristada plumosas (VARGAS;
WOOD, 2010).

Na fase larval, algumas espécies da familia Calliphoridae estdo associadas a ocorréncia
de miiase no homem e em outros animais. Etiologicamente, miiases é uma afeccdo causada pela
presenca destas larvas em 0Orgédos e tecidos do qual se nutrem e evoluem como parasitos.
Determinadas espécies sdo denominadas biont6fogas, ou seja, sdo parasitas obrigatdrias,
enguanto outras sdo necrobiont6fogas, uma vez que séo parasitas facultativos e suas larvas se
alimentam de tecidos necrosados (GUIMARAES; PAPAVERO, 1999). Dependendo do nivel
de infestacdo, essa doenca pode acarretar em sérios prejuizos econémicos ao setor agropecuario,
0s quais vao desde a perda da qualidade da carne, leite e couro, até a morte dos animais
acometidos (GULLAN; CRANSTON, 2014).

Além disso, os insetos adultos sdo considerados vetores de varios patdgenos, em razdo
da preferéncia alimentar dessas moscas por matéria organica em decomposi¢cdo, sendo
responsaveis por causar infestacdes em animais e nos seres humano, trazendo sérios riscos a
salide publica, tornando essa familia de grande interesse médico e veterinario (CHAIWONG et
al. 2014).

Nesse contexto, torna-se relevante a caracterizacdo das espécies, uma vez que a
identificacdo correta de inseto de interesse econémico € uma etapa crucial para entender o
comportamento biologico dos insetos, possibilitando o desenvolvimento de programa de
controle que minimize os impactos socioecondmico causados por essas moscas.

A identificacdo a partir da analise morfologica tem grande relevancia para a
classificacdo genética e para biodiversidade animal, sendo referenciada como caracterizacéo
muito eficiente e segura (FUJIIHARA, 2011) Assim, em razdo das semelhancas entre muitas
espécies, faz-se necessario o uso de chaves taxonémicas e de taxonomistas qualificados, a fim
de que alcance sucesso no processo de identificacdo (FUJIHARA, 2008)

J& a identificacdo a partir das analise morfométrica € um método aplicado na
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entomologia, considerado de grande importancia em varios segmentos desta ciéncia (CRUZ et.
al. 2000). Esse método possibilita um estudo de maneira quantitativa, atraves de métodos
estatisticos das variagbes na morfologia de determinada estrutura nos organismos
(KLINGENBERG, 2002).

O estudo morfologico das antenas, por exemplo, € muito importante nos trabalhos
comportamentais com insetos. As antenas possuem diversos tipos de sensilas com funcdes
variadas, capazes de influenciar o comportamento dos insetos, tais como busca de sitios para
alimentacéo, acasalamento e oviposi¢do (SETZU et al. 2011; ZHANG et al. 2013).

Segundo Shields (2010) os insetos utilizam as sensilas localizadas nas antenas para a
percepcao sensorial, como olfato, paladar, tato, visdo, assim como a capacidade de reconhecer
localizacBes, georrecepcao, termorrecepcao e higrorrecepgdo. De acordo com Da Silva et al.
(2019) as sensilas olfativas sdo importantes para a deteccdo de moléculas odoriferas. Essas
moléculas ao entrarem pelos poros da parede cuticular da sensila olfativa, sdo transportadas
para a linfa sensilar via proteinas ligantes de odores até chegarem aos neurdnios sensoriais
olfativos que auxiliaram no reconhecimento molecular e induzem uma resposta
comportamental do inseto.

Assim, este estudo teve como objetivo identificar morfologicamente a espécie,
quantificar morfometricamente as suas estruturas corporais, de maneira que possibilite
encontrar diferencas sexuais e caracterizar morfofisiologicamente as sensilas presentes nos

segmentos antenais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos insetos

As coletas foram realizadas semanalmente, entre janeiro a julho de 2018, no periodo das
10h00min as 14h00min, nos municipios de Maceid e Rio - Largo, ambos localizados no Estado
de Alagoas. No municipio de Macei¢ as coletadas foram feitas nas adjacéncias do Laboratorio
de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN), localizado no Campus A.C. Simfes da
Universidade Federal de Alagoas (9°.33°10.65” S e 35.°46°29.94” W). A coleta no municipio
de Rio-Largo, foi realizada nas mediacdes do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) (9°
27°57.37” S, 35°49°54.15” W).

Foi utilizado o método passivo com o uso de iscas atrativas. As iscas foram colocadas
em armadilhas pléasticas retangulares e transparentes, com capacidade de 25L. As iscas usadas
foram camardo, peixe e carne bovina, as quais foram colocadas em potes plasticos transparentes
de 250 mL, dentro da armadilha. As avaliacGes foram efetuadas durante 4 dias consecutivos,
nos periodos de decomposicdo (0 h, 24 h, 48 h e 72 h). No final de cada coleta, as 16:30 h, os
espécimes capturados foram contabilizados, colocados em tubos de ensaios com tampas
contendo alcool, 70% para conservacao, seguindo protocolo descrito por Almeida et al. (1998),

para posterior identificacdo morfolégica, morfométrica e caracterizagdo sensilar.

2.2 Caracterizacdo morfologica

Apbs a coleta, o material foi levado para Laboratorio Central de Saude Publica de
Alagoas (LACEN), onde as moscas foram armazenadas, conforme a metodologia preconizada
por Almeida et. al. (1998). A identificacdo taxondmica dos espécimes adultos foi baseada nos
critérios estabelecidos pelas chaves propostas por Grella et al. (2015) para Calliphoridae. Para
este procedimento foi utilizado um microscopio estereoscopico para as analises e fotografias

dos exemplares (Modelo Olympus szx7zoom).

2.3 Anélise morfométrica

Para a analise morfomeétrica foram utilizadas 100 moscas varejeiras proveniente das

coletas. Estas foram sexadas e separados 50 individuos de cada sexo. A medicao foi realizada
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na escala em mm e as moscas foram fixadas em laminas histolégicas conforme metodologia
preconizada por Almeida et al. (1998), com auxilio de um microscépio estereoscopico com
ocular graduada, uma régua milimetrada e um paquimetro digital de marca Stainlesshar dened.

Os parametros avaliados foram: comprimento total do corpo (cabeca até o Ultimo
segmento abdominal), cabeca (sem considerar estruturas provenientes das antenas), térax (do
pronoto até o final do metatdrax) e abdémen. Cada segmento foi mensurado de acordo com 0s
seguintes parametros: (i) largura e comprimento da cabeca; (ii) comprimento do térax e

pronoto; (iii) comprimento e largura do abdémen; (iv) comprimento e largura da asa direita.

2.4 Descricdo do dimorfismo sexual

Para a descricdo do dimorfismo sexual foi analisada a regido ocular e das antenas, que
se localizam entre os olhos compostos. As caraterizagdo do dimorfismo sexual e o estudo da
morfologia sensilar foram realizados em Microscopia Eletrénica por Varredura (MEV). Para
tal, utilizou-se 16 moscas entre machos e fémeas anestesiadas a temperatura de -18 °C.

A porcdo da cabeca foi lavada brevemente com solucdo salina (0,9%) repetidas vezes
para remover residuos, em seguida imersas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% em fosfato de
sodio 0.1 M tampao por 10 min. Em sequéncia, foram desidratadas com solu¢des de etanol nas
concentracdes de 50%, 70%, 80%, e 90% e, por fim, com etanol grau P.A. por 10 min. Apds
este processo, foram mantidas em papel filtro até a evaporacdo do solvente. Quando secas, as
cabecas foram montadas nas posicoes ventral e dorsal da fita adesiva de sulfito de carbono e
anexado ao stub (suporte de metal) para metalizacdo (Q150R ES, Quorum). A metalizacdo foi
realizada por pulverizacdo de ouro a 45 mV durante 200 segundos. A regido da cabeca de
machos e fémeas foram examinadas sob um microscopio eletrénico de varredura (Tescan Mark,
modelo VEGA3 LMU) com um feixe de elétrons a 5,0 k. Esta analise foi realizada no

laboratério do Instituto Federal de Alagoas - IFAL, Maceié-AL.

2.5 Caracterizagdo morfologica das antenas e identificacdo das sensilas

As analises morfoldgicas das antenas de ambos os sexos foram estudadas a partir dos
segmentos que as constitui. A identificagdo e a classificacdo morfoldgica das sensilas presentes
em cada segmento foram conforme a morfologia visivel. Os tipos morfo-funcionais das sensilas

foram classificados a partir da terminologia, nomenclatura e da morfologia da espécie adulta
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conforme as descri¢cdes de Mendonca (2012) e Zhang (2014).

Os parametros de comprimento e largura de 16 antenas (8 machos e 8 fémeas) foram
avaliados para observacdo de dimorfismo sexual. As imagens capturadas do microscopio
eletronico de varreduras foram editadas usando o Adobe Photoshop.

2.6 Analise estatistica
Para as analises morfométricas, utilizou-se anélise de variancia de dois fatores e para a
caracterizacdo da antenas fez-se uma média do comprimento e largura dos segmentos que

constituiem cada segmento em cada sexo. Para as duas analises foram utilizadas o teste t de
Student a nivel de 5% de probabilidade e aplicando Genes software (CRUZ, 2013)
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteres morfoldgicos da espécie
Nas coletas, foram capturadas 1562 moscas, destas 743 especimes apresentaram
caracteristicas morfolégicas dos especimes pertencentes ao género Chrysomya, familia
Calliphoridae e espécie C. megacephala (Fabricius 1974) de acordo com Grella et al. (2015).
Os especimes coletados apresentavam as regiées abdominal e toracicas com cores que

variam de verde a azul com brilho metalico com presenca de faixas pretas transversais (Figura
1).

Figura 1: Vista frontal da mosca varejeira, Chrysomya megacephala, corpo dividido em
cabeca, torax e abdémen de cores verde ou azul com reflexos metalicos. A) Torax e
abdémen. Al) Faixas transversais pretas.

Al

Fonte: Autora, 2020

Analisando morfologicamente a espécie, constatou-se, nas regides da cabeca e toracica
a presenca de cerdas oculares e acrosticais (Figura 2 A e B).
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Figura 2: Vista frontal e dorsal de Chrysomya megacephala. A) vista dorsal mostrando a
presenca de cerdas oculares. B) Vista dorsal presenca de cerdas na regido toracica.

Fonte: Autora 2020

Observou-se na regido torécica a presenca de espiraculo anterior de cor marrom e na
regido abdominal caliptra inferior, também de cor marrom. Essas estruturas e a cor marrom

caracterizaram a espécie, C. megacephala, como mostrado na Figura 3 A e 3B..

Figura 3: A espéecie Chrysomya megacephala em vista lateral. A) seta indica o espiraculo
anterior e B) seta indicam a caliptra inferior.

Evidenciou-se que 0s espécimes apresentaram antenas de cor amarelada, com arista
perpendicular (Figura 4 A) e presenca de gena avermelhada com dilatacdo genal na superficie
com pelos amarelos brilhantes (Figura 4 B). Apresentaram ainda asas com veia-tronco com
fileira de pelos e asas sem manchas, caracterizadas como hialinas, com a formacdo de um

angulo no ramo da veia M1 + 2 (Figura 4 C).
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Figura 4: Espécimes de Chrysomya. megacephala. A) presenca das antenas e aristas
perpendicular entre os olhos compostos b) presenca de gena com dilatacdo. C) Asas de
C. megacephala hialinas com formacéo de angulo na regido M1+2.

Fonte: Autora 2020

3.2 Presenca de dimorfismo sexual

Observou-se que na regido da cabeca as fémeas possuem uma grande separacdo
interocular (Figura 5 A) os omatidios com facetas de tamanhos homogéneos (Figura 5 B). Ja 0s
machos apresentaram uma discreta separacao interocular (Figura 5 C). Os olhos compostos dos
machos apresentaram numerosos omatidios, 0s quais apresentavam na regido superior com

grandes facetas e na regido inferior com pequenas facetas (Figura5D ).
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Figura 5: Micrografia eletrénica de varredura da da regido ocular das moscas fémeas e
machos de Chrysomya megacephala. A) Cabeca da fémea com notdria separacgéo
interocular. B) presenca de omatideos sem diferenca de tamanhosnas fémeas. C) cabeca
do macho com discreta separacédo interocular. D) presenca de omatideos maiores na
regido superior dos olhos e na regido inferior com pequenos tamanhos nos machos.

Fonte: Autora 2020

3.3 AvaliagBes morfométricas

Nas avaliacbes morfométricas foi possivel observar diferencas significativas nas
estruturas corpéreas de moscas fémeas e machos de C. megacephala . As fémeas foram
maiores que 0s machos na maioria das variaveis analisadas (P <0,05), com excecdo do
comprimento e largura da cabeca e largura da asa, que nao diferiram entre ambos 0s sexos
(Tabela 1).
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Tabela 1: Valores médios dos parametros corporeos avaliados em machos e fémeas nas
analises a morfométricas de Chrysomya megacephala.

Variaveis analisadas Fémeas (mm) Machos (mm)
Comprimento total do corpo 10, 04 + 1,66a 8,64 +0,93b
Comprimento da cabeca 1,72 + 0,34a 1,58 + 0,39a
Largura da cabeca 3,88+ 0,56 a 3,37 £ 0,55a
Comprimento do Torax 4,18 £ 0,69a 3,35+ 0,57b
Comprimento do abdome 4,09 £0,91a 3,14 £ 0,38b
Largura do abdome 4,03+0,91a 3,18 £ 0,49b
Comprimento da asa 7,25+ 0,73a 7,11 +0,92a
Largura da asa 3,13+£0,8% 2,09 + 0,40b
Comprimento do pronoto 2,13 +0,14a 1,05 + 0,09b
Largura do pronoto 3,25 +0,83a 2,28 +£0,42b

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student a nivel de 5% de
probabilidade.

3.5 Ultraestrutura das antenas e tipos de sensilas
As antenas de machos e fémeas de C. megacephala, localizam-se na parte central da
cabeca entre 0s olhos compostos. Sdo constituidas por trés segmentos: o escapo (I), que se

encontra localizado proximal a cabeca, o pedicelo (I1) que esté situado entre o escapo e o flagelo
(1. Foram foram observadas sensilas em todos 0s segmentos antenais (Figura 6).
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Figura 6: Micrografia eletrénica de varredura da regido frontal da antena de Chrysomya
megacephala. I- Escapo, I1-pedicelo, I11 - flagelo. Barra 10 pm.

Fonte: Autora 2020

O escapo ¢ o primeiro segmento antenal que se encontra junto a cabeca, considerado o
menor segmento (Figura 6). O escapo da apresentou 106,69 + 12,61 um de comprimento ¢
67,40 + 17,42 um de largura nas fémeas e 95,71 + 9,9 um de comprimento e 51,28 + 3,73 um
de largura nos machos. Todavia o escapo ndo apreentou diferenca significativa entre machos e

fémeas (P >0,05) confome demostrado na Tabela 2.

Tabela 2:Médias do comprimento e largura (um) dos segmentos antenais de fémeas e
machos de Chrysomya megacephala (n = 16).

Antenas Comprimento (pum) Largura (pm)

Sexos Fémeas Machos Fémeas Machos
Escapo 67,4+ 17,49a 51,28+ 3,22a 106,69+17,42a 95,71+9,99%
Pedicelo 122,78+19,14a 112+4,78a 121,77+23,81a 89+6,08b
Flagelo 415,00+31,50a 418,28+13,40a 102+9,31a 68,42+10,86b
Avrista 427,98+1,84a 402+35,08a 48,84+10,58a 22,39+7,29b

Médias seguidas da mesma letra minGscula na linha ndo diferem estatisticamente (teste t de Student a nivel de
5% de probabilidade.
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Na regido do escapo foi observado, em ambos 0s sexos, unicamente sensilas caéticas. A
superficie do escapo estava coberta por pequenos pelos. As sensilas possuiam tamanhos
variados, as quais foram classificadas em Caética as pequenas e Caética | as de tamanho médios.

As sensilas caéticas (pequenas) apresentam cerdas longas, robustas e pontiagudas. A
bases das sensilas encontravam-se encaixadas em soquetes arredondados e apresentavam sulcos
em suas estruturas (Figura 7). Estas mediram aproximadamente 48,18 + 6,34 um de
comprimento e 5,34 = 5,6 um de largura em fémeas e 32,63 £ 8.90 um de comprimento e 7,92

+ 2,4 pm de largura nos machos.

Figura 7: Microcopia eletronica de varredura caracterizando o escapo das antenas de
Chrysomya megacephala, em ambos 0s sexos. Estrela representa sensilas do tipo caética.
Barra 10 um.

YO VA
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Fonte: Autora 2020

As sensilas caeticas | (média) possuiam comprimenento médio de 59,30 + 11,66 um de
comprimento ¢ 10,24 = 15,36 um de largura em fémeas e 40,55 + 13,59 um de comprimento
aproximadamente e 8,88 & 3,42 um de largura em machos. Diferencas significativas ndo foram
observadas no comprimento e largura das sensilas caéticas entre ambos os sexos (P >0,05)
(Tabela 3).
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Tabela 3: Média do comprimento e largura (em pm) de sensilla no escapo e pedicelo de Chrysomya megacephala (n = 16) ambos 0s sexos.

ESCAPO PEDICELO
Sensilas Comprimento (pum) Largura (um) Comprimento (um) Largura (um)
Sexos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos
Caeticas 48,18+6,34a 38,63+8,90a 5,3445,6a 7,942,4a 49,83+11,54a 39,93+4,16a  5,76+1,82a 8,79+0,85a
Caeticas | 59,30+11,66a 40,55+13,59% 8,88+4,2a  10,24+15,36a 71,85+ 16,11a 67,86+8,8la 7,41+ 48a 5,70+1,90a
Caética Il - - - 293,39+92,52a  242,57+7,27a 15,2443, 01a 11,4%1,72a

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente( teste t de Student a nivel de 5% de probabilidade).
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O pedicelo, segundo segmento antenal, localizado entre o escapo e o flagelo e mediram
aproximadamente 122,78 + 19,14 de comprimento e 121, 77 + 23,81 de largura nas fémeas, e
121.71 + 4.78 de comprimento e 86.00 £ 6,08 de largura nos machos. Diferenca significativa
foi observada entre ambos os sexos na largura do pedicelo (P <0,05), conforme mostrado na
Tabela 2. No pedicelo identificou-se 2 (dois) tipos de sensilas, sensilas caéticas de diferentes
tamanhos que variavam em pequena(caética), média(caética 1) e grande (caética Il) e sensila

estilocbnicas como mostram a Figura 8.

Figura 8: Microcopia eletronica de varredura caracterizando o pedicelo das antenas de
Chrysomya megacephala, ambos 0s sexos. Sensilas caéticas de varios tamanhos (estrelas)
e sensilas estiloconica (+). Barra 10 pm.

Fonte: u‘tofa' 2020

Em relacdo ao tamanho, as sensila caéticas mediram aproximadamente 49,83 + 11,54
pum de comprimento e 5,76 + 1,82 um de largura nas fémeas e comprimento de 29,93 + 4,16
um e largura de 8,79+ 0,85 pm aproximadamente nos machos. As sensilas caéticas | mediram
aproximadamente 71,85 + 16,11 um de comprimento e 7,41+ 0,48 um de largura nas fémeas,
nos machos o comprimento foi de 67,86 +8,8 um e 5,70 + 1,90 um de largura. Ja as sensilas
caéticas Il mediram cerca de 293,39 + 92,52 um de comprimento e 15,24 + 3,01 um de largura
nas fémeas. Nos machos 252,57 + 7,27 um de comprimento e 11,4 + 1,72 um de largura.
Todavia, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas nos tamanhos das sensilas
do pedicelo entre os sexos, conforme mostrado na Tabela 3.

Ainda no pedicelo, observou-se sensilas estiloconicas na regido central em ambos 0s
Sexos as quais eram encontradas em grupos que diversificava entre 4 a 6 sensilas. Essas sensilas
morfologicamente eram arredondadas com uma haste bulbosa na regido basal (Figura 8). As
sensilas estiloconica mediram 11,59+3,58 de comprimento e 6,67+2,03 de largura nas fémeas
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e 11,90+3,87 aproximadamente de comprimento e 6,7+1,42 de largura nos machos. Diferencas
estatisticas ndo foi observada nas sensilas estilocdnicas em ambos os sexos (P >0,05), como
mostrado na Tabela 3.

O flagelo, o segmento mais longo e mais largo da antena, encontrou-se coberto por
numerosos pelos em toda a sua superficie. Nas fémeas, estas estruturas mediram
aproximadamente 415.00 = 31.50 um de comprimento e 102 + 9.31 um de largura enquanto
gue nos machos os tamanhos médios foram de 418,28 + 13.40 um de comprimento e 82.42 +
10.86 um de largura. Verificou-se diferenca estatistica significativa somente com relacédo a
largura do flagelo (P <0,05), como mostrado na Tabela 2. As fémeas apresentaram maior
largura de flagelo em comparagdo aos machos.

No flagelo encontram-se maior diversidade de sensilas. Nesta regido foram
caracterizadas morfologicamente as sensilas tricoides com diferentes tamanhos, sensilas

basiconicas e coeloconicas. Nas aristas ndo foram observadas sensilas (Figura 9).

Figura 9: Microscopia eletrénica de varredura caracterizando o flagelo da antena de
Chrysomya megacephala, em ambos o0s sexos. Sensilas tricoides (tridngulo), basiconicas
(circulo) e coelocdnica (seta) e numerosos pequenos pelos. Barra 10 um.
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As sensilas tricoides foram as mais longas, finas e curvadas com superficie lisa e sem
rachaduras, amplamente distribuida na superficie funicular. O tamanho variou de 15,33 + 1,64
pum de comprimento e 6,08 + 1,12 um de largura nas fémeas e de 14,51 + 1,23 um de
comprimento e 4,76+ 1,09 um de largura nos machos. Nao houve diferenca significativa entre
0s sexos (Tabela 2). As sensilas basiconicas eram de menores comparadas as tricoides, eram

arrendondadas e possuiam a superficie multiporosa. O tamanho médio variou de 5,50 +2,53
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pum de comprimento 3,18 £ 1,52 de largura nas fémeas, enquanto que nos machos o tamanho
foi de 6,2 £ 0,96 um de comprimento e 2,02 £ 0,37 um de largura, porém sem diferencas
significativas. Diferenca significativa ndo foi observada entre ambos o sexo (P >0,05), como
demostrado na Tabela 4. J& as sensilas colioconicas mediram 5,1 + 2,05 um de comprimento e
2,94 + 0,52 pm de largura nas fémeas, e nos machos apresentaram 3,02+ 0,52 pm de
comprimento e de largura 1,33+0, 21 um. Diferenca significativa ndo foi observada entre os

sexos (P >0,05), como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4: Média do comprimento e largura (em pm) das sensilas no flagelo antena e
arista Chrysomya megacephala, ambos o0s sexos ( n=16).

Sensilas Comprimento (um) Largura(mm)
Sexos Fémeas Machos Fémeas Machos
Tricoides 15,33+1,64a 14,51+1,23a 6,08+1.12a 4,76+1,09a
Basiconicas 5,50+ 2,53a 6,2+0,96a 3,18+ 1,52a 2,02+0,37a
Colioconicas 5,1+2,05a 3,02+0,52a 2,94+0,52a 1,33+0,21a

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student a nivel
de 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

As andlises morfologicas e morfométricas confirmaram a espécie como sendo C.
megacephala (Fabricius 1974) e esta foi predominante nos municipios pesquisados, assim
como relatado por Grella et al. (2015). Os espécimes possuiam as regides abdominal e toracica
com cores que variaram de verde e azul com brilho metélico e presenca de faixas pretas
transversais e os individuos possuiam tamanho médio de 8 mm a 10,5 mm de comprimento. E
estas caracteristicas estdo de acodo com o relatado por Oliveira-Costa et al. (2007) e Carvalho
et. al (2000) para a espécie. As antenas apresentaram-se de cor amarelada e a gena de cor laranja
com dilatacdo genal e constatou-se que as asas de C. megacephala sdo hialinas, assim como
verificado por Al-Shareef (2016), para espécies de moscas necréfogas.

A presenca de cerdas na regido toracica e abdominal contribuiram para diferenciacéo
das espécies. De acordo com Whitworth (2006) e Kosmann et al. (2013) as cerdas,
principalmente as toracicas sao usadas em varias chaves para determinacéo da espécie. Shewell,
(1987), relata que o brilho e a coloragdo das regides do torax e abddmen sdo caracteres
peculiares na identificacdo da familia Calliphoridae.

Na regido do abdémen localizava-se o espiraculo anterior e na regido toracica mostrou-
se a caliptra inferior, ambos de cor marron e este aspecto escuro dessas estruturas auxiliaram
na identificacdo da espécie. Segundo Lutz et al. (2018) as cores do espiraculo toracico anterior
e caliptra inferior sdo caracteres de grande importancia utilizados na diferenciagdo morfolégica
entre as espécies.

Na regido da cabeca da espécie C.megacephala constatou-se diferenciacdes sexuais,
principalmente na separacéo existente entre os olhos compostos e os tamanhos dos omatidios.
Essas diferenciacdes observadas na regido ocular em C. megacephala auxiliaram no processo
de sexagem. O dimorfismo sexual na regido ocular para a espécie ja foi relatada por Badenhorst;
Villet (2018). Conforme Kurahashi (1982), o dimorfismo ocular na mosca macho é uma
caracteristica do processo de evolutivo da espécie que possibilitou sobrevivéncia em ambientes
antropogénicos.

Os resultados das medidas morfométricas mostraram que na maioria das variaveis
analisadas, as fémeas foram maiores que os machos. De acordo com Wang et.al. (2009) insetos
maiores propendem a apresentar maior longevidade, além do mais, possuem maior biomassa

corporea que podera estar correlacionado com a fecundidade. Além disso, o tamanho corporal
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€ uma caracteristica guantitativa importante pode interferir na capacidade reprodutiva e em
algumas habilidades de sobrevivéncia (SCHMIDT- NIELSEN 1984). Ao analisar a morfologia
de diferentes insetos Day (1985) e Johnson; Bubbell, (1984) observaram diferenca significativa
nos tamanhos entre ambos 0s sexos, e as fémeas maiores possuem maior longevidade e alto
nivel de fecundac&o.

Neste estudo, a largura das asas das moscas fémeas foi maior que a dos machos e
acredita-se que o tamanho das asas pode interferir no acasalamento. Em um estudo
comportamental, Svensson; Petersson (1988) relatam, que as asas dos machos que acasalaram
com fémeas maiores sofreram menores danificacfes indicando, portanto, que o acasalamento
ocorreu sem maiores esforgos.

Na analise da morfologia das antenas verificou-se que as antenas da espécie C.
megacephala € formada por trés segmentos (escapo, pedicelo e flagelo e uma arista) e a
superficie sensilar sdo cobertas por pequenos poros. Tais caracteristicas ja foram relatadas por
Hore et al. (2017) em antenas de Hemipyrellia ligurriens (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Calliphoridae) e por Zhang et al.(2014) em antenas de Triceratopyga calliphoroides
Rohdendorf (Diptera: Calliphoridae).

Nos segmentos pedicelo e flagelo foi possivel constatar um discreto dimorfismo sexual.
Esses dois segmentos sd@o 0os mais largos nas moscas fémeas em comparagdo aos machos. O
flagelo foi o segmento de maior largura e 0 maior nimero e tipos de sensilas e acredita-se que
esta esteja relacionada com a presenca de numerosos poros e o grande nimero de sensilas
basicbnicas presentes no flagelo das fémeas, as quais possibilitam as fémeas encontrarem sitios
para oviposicdo (KEIL et al. 2001).

As aristas possuiram semelhancas quanto ao comprimento, porém uma diferenca
consideravel na largura. Fémeas apresentaram aristas maiores que os machos. Tal diferenca ja
havia sido relatada por Foelix et al. (1989) e que concluiram que as fémeas possuem aristas
maiores em razdo da necessidade de encontrar sitios para oviposi¢do e a arista ajudam na
escolha desses sitios, uma vez que a arista no diptero é relatada com fungdo higrorreceptora
(CARRICO et al. 2015).

Nos trés segmentos, observou-se distribuidos um total de 5 (cinco) tipos de sensilas,
entre as quais citam-se as sensilas caéticas de varios tamanhos (caéticas , caéticas | e caéeticas
I1), sensilas estiloconicas, sensilas tricoides, sensilas basicnicas e sensilas coelbnicas, além de
nuUMerosos pequenos poros. As sensilas encontrados nos segmentos antenais de C. megacephala

estdo em conformidade com as relatadas anteriormente para outras espécies pertencentes a
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familia dos Calliphoridae (SUKONTASON et al. 2004; SETZU et al. 2011; ZHANG et. al.
2013; ZHANG et. al. 2016; HORE et al. 2017; HORE et al. 2017)

As sensilas de diferentes tipos exercem diferentes fungdes que podem influenciar o
comportamento das moscas (SUKONTASON et al. 2004). A influéncia comportamental
depende da capacidade dos insetos detectarem os sinais ambientais, os quais possuem relagoes
direta com a abundancia de receptores de sinal, assim como 0s mecanismos de recebimentos
das células neurais que entrar em contato com as sensilas (KURAUCHI, et al. 2011). Em um
estudo com com Dermatobia hominis (L. Jr., 1781) (Diptera: Cuterebridae), Fernandes et al.
(2002) observaram que as sensilas tricoides possuiam fung¢do mecanorreceptora. Ja a sensila
coelocbnica em moscas varejeiras podem exercer fungdo olfativa (ROUX et al. 2005),
quimiorreceptora, termorreceptora e higrorreceptivas (ZHANG et al. 2012).

Neste estudo, ndo foi verificado de dimorfismo nas sensilas relacionado ao comprimento
e largura nas sensilas caéticas, caéticas | e caéticas Il e estiloconicas, tricoides, basiconicas e
coleoconicas. Todavia, Hore et al. (2017) constataram diferenca significativa no comprimento
das sensilas céeticas es sensilas caeticas Il entre machos e fémeas de Ophyra capensis
(Wiedemann, 1818) (Diptera: Muscidae), no entanto, ndo se observou diferenga significativa
no comprimento e na largura nas sensilas basiconicas entre os sexos, assim como neste estudo.

Em suma, comparando as caracteristicas morfoldgicas observadas para identificacdo de
C. megacephala neste estudo, constatou -se caracteres analogos em pesquisas anteriores na
identificacdo das espécies do género Chrysomya, entre as quais citam-se Irish et al. (2014);
Akbarzadeh et al. (2015); Caleffe et al. (2015) e Badenhorst; Villet, (2018).
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5. CONCLUSAO

A andlise morfoldgica, possibilitou identificar a espécie C. megacephala como
predominante nos municipios coletados.

O estudo morfométrico das estruturas corporeas de C.megacephala permitiu ratificar a
espeécie e constatar dimorfismo sexual presenta na regido da cabeca .

As andlises morfoldgicas das antenas das moscas machos e fémeas de C. megacephala
constataram sensilas com distintas caracteristicas morfoldgicas e fungdes, que provavelmente
influenciaram o comportamento da referida espécie. E as analises morfométricas dos segmentos

antenais, identificaram dimorfismo sexual no pedicelo, flagelo e arista.
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CAPiTpLO 2: IDENTIFICACAO E INFLUENCIA DA ATRATIVIDADE DOS
APNEUMONIOS EMITIDOS DE FONTES DE ALIMENTOS PARA Chrysomya

megacephala (FABRICIUS, 1794) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)

RESUMO

Chrysomya megacephala (Fabricius 1794) (Diptera:Calliphoridae) é considerada uma das mais
importantes pragas da pecudria, pois nas fases larvais acometem varias espécies de animais,
impactando negativamente ao setor agropecudrio. Essas moscas sao atraidas a longas distancias
por matérias organicas em decomposicdo, através do uso de sinais quimicos de compostos
orgéanicos volateis (COVs). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial atrativo dos
(COVs) emitidos de fontes alimentares em diferentes periodos de decomposicdo frente aos
adultos de moscas C. megacephala. Para isso, a partir da técnica de aeracdo 0s compostos
volateis foram extraidos das fontes alimentares(carne bovina, peixe sardinha e camardo
rosa).em diferentes periodos de decomposic¢do. Por bioensaios comportamentais, em condicoes
de olfatdbmetro de quatro bracos, foram avaliadas influéncias comportamentais das moscas C.
megacephala frente aos extratos alimentares. As anélises quimicas dos extratos foram avaliadas
por Cromatografia Gasosa Acoplada ao Detector de lonizacdo de Chamas (CG-FID) e por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). A partir das anélises
Eletroantenograficas (EAG) foram avaliadas a bioatividade do extrato de camardo (48 h) e dos
padr@es sintético pelo sistema olfativo de C. megacephala. Testes de campo foram realizados
com armadilhas iscadas com extrato de camardo (48 h), mistura dos padrdes sintéticos nas
concentragOes de (50 ppm e 100 ppm) e hexano como tratamento-controle. Os bioensaios
comportamentais, demonstraram que o extrato de camardo (48 h) desencadeou maior atracdo
em adultos de C. megacephala, com diferenca significativa na atracdo exibida por machos e
fémeas. Observou-se ainda que, 0os machos foram mais atraidos para o tratamento-controle,
sugerindo repeléncia. As analises eletroantenogréficas revelaram que as antenas das fémeas
apresentaram bioatividade para trés compostos presentes no extrato de camarao (48 h), os quais
foram confirmados pelo uso de padrfes sintéticos. As identidades destes compostos foram
reveladas através de andlises por CG-FID e CG-EM, os quais foram identificados como: fenol,
2-nonanona e dissulfeto de metila. Os bioensaios comportamentais com fémeas frente aos
padrdes sintéticos, demonstraram que 0s compostos testados individualmente, e combinagdes
binarias ndo diferiram significativamente do tratamento-controle. Ja os testes realizados com
0s compostos sintéticos em combinacdo ternaria diferiram significantemente ao comparar com
o0 tratamento-controle. Durante os testes de campo, coletou-se um total de 324 moscas, das quais
220 foram identificadas como C. megacephala. Do total de moscas capturadas 303, eram
fémeas, equivalentes 93,5% e machos equivalentes a 6,5%. Constatou-se, que o tratamento
camardo 48 h foi mais atrativos para as moscas fémeas ao comparar com 0s tratamentos
solugdes sinteticas a (50ppm e 100 ppm) e tratamento-controle, para 0os machos sugerem-se
repeléncias. Baseando-se nos resultados desta pesquisa vislumbra-se a possibilidade da
utilizacdo da solucdo no controle de C. megacephala.

Palavras chaves: Praga da pecuéria; Semioquimicos; Influéncia comportamental.
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CHAPTER 2 IDENTIFICATION AND INFLUENCE OF THE
ATTRACTIVENESS OF APNEUMONES ISSUED FROM FOOD SOURCES TO
Chrysomya megacephala (FABRICIUS, 1794) (DIPTERA: CALLIPHORIDAE)

ABSTRACT

Chrysomya megacephala (Fabricius 1794) (Diptera:Calliphoridae) is considered the
most important pests in the livestock market, because in the larval phases they affect several
animal species, negatively impacting the agricultural sector. These flies are attracted to long
distances by decomposing organic matter through the use of chemical signals from volatile
organic compounds (Vocs). Thus, the objective of this study was to evaluate the attractiveness
of the (Vocs) emitted from food sources in different periods of decomposition in relation to
adults of C. megacephala flies. For this, from the aeration technique the volatile compounds
were extracted from food sources (beef, sardine fish and pink shrimp). Using behavioral
bioassays, with a four-arm olfactometer, the behavioral influence of extracts against flies was
analyzed. The analyses extracts were evaluated by gas chromatography coupled to the flame
ionization (CG-FID) and Gas Chromatography coupled to Spectrometry of Masses (CG-EM).
Based on the electroantenographic analyzes (EAG),the bioactivity of 48 h shrimp extract and
synthetic patterns by the system olfactory of C. megacephala. Field tests were performed with
baited traps with shrimp extract 48 h, mixture of synthetic standards in concentrations of (50
ppm and 100 ppm) and hexane as treatment - control. Behavioral bioassays demonstrated that
the 48h shrimp extract triggered greater attraction in adults of. Behavioral bioassays under four-
arm olfactory conditions evaluated behavioral influences of C. megacephala flies against food
extracts. The chemical analyses of the extracts were evaluated by gas chromatography coupled
to the flame ionization detector (CG-FID) and gas chromatography coupled to mass
spectrometry (CG-EM). From the electroantenographic analyses (EAG) the bioactivity of the
shrimp extract (48 h) and the synthetic patterns by the olfactory system of C. megacephala were
evaluated. Field tests were carried out with bait traps with shrimp extract (48 h), mixture of
synthetic patterns in concentrations of (50 ppm and 100 ppm ) and hexane as treatment control.
The behavioral bioassays demonstrated that shrimp extract (48 h) triggered greater attraction in
adults of C. megacephala, with significant difference in attraction exhibited by males and
females. It was also observed that males were more attracted to treatment-control, suggesting
repellency. The electroantenographic analyses revealed that the antennas of the females
presented bioactivity for three compounds present in the shrimp extract (48 h), which were
confirmed by the use of synthetic patterns. The identities of these compounds were revealed
through analyses by CG-FID and CG-EM, which were identified as phenol, 2-nonanone and
methyl disulfide. The behavioral bioassays with females against synthetic standards,
demonstrated that the compounds tested individually. and binary combinations did not differ
significantly from treatment-control. On the other hand, the tests performed with synthetic
compounds in ternary combination differed significantly when comparing with the treatment -
control. During the field tests, a total of 324 flies were collected, of which 220 were identified
as C. megacephala. Of the total number of flies captured 303, they were females, equivalent
93.5% and males equivalent to 6.5%. It was found that the 48 h shrimp treatment was more
attractive for the female flies when comparing with the synthetic solutions treatments a (50ppm
and 100 ppm) and treatment-control, for males it is suggested repellences. Based on the results
of this research, it is possible to use the solution in the control of C. megacephala.
Keywords: Pest of livestock; Semiochemicals; Behavioral influence.
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1. INTRODUCAO

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae), é conhecida no
Brasil como mosca-varejeira. E originaria da Austrélia e foi introduzida no pais de maneira
acidental a partir de navios que traziam os imigrantes em péssimas condi¢fes sanitarias
(GUIMARAES et al. 1978).

Nas fases larvais podem causar miiase secundéria aos animais. Nos bovinos, por
exemplo, essas infestacdes provocam estresse, falta de apetite e perda de peso, resultando em
decréscimo da qualidade da carne e leite, podendo levar os animais a morte. Na fase adulta,
devido ao alto grau de sinantropia e seus habitos alimentares essas moscas sdo vetores
mecanicos de varios patogenos (BARBOSA et al. 2014; CARRICO et al. 2014).

No Brasil, o principal método de controle para mosca-varejeira, € realizado,
principalmente, pelo uso de inseticidas com formulacdes a base de organofosforados e
piretroides (BERNARDINO et al. 2019). Em raz8o do uso continuo dos compostos
pertencentes as referidas formulagdes, pode provocar resisténcia nos insetos, danos ambientais
e ainda, problemas de salde para a populacdo (DEL PUERTO et al. 2014).

Desta forma, considerando os prejuizos socioeconémicos de C. megacephala, fica claro
a necessidade de buscar métodos de controles eficientes que minimizem as perdas provocadas
por este inseto, principalmente no estado de Alagoas, onde a pecuéria tem suma importancia
para a economia, na geracao de emprego e renda. A pecuaria, contribui para o desenvolvimento
econémico do Estado, com um efetivo rebanho de bovinos de 786.018 mil cabecas distribuidos
entre 0s 102 municipios (IBGE-2017).

Assim, uma alternativa promissora para o controle deste inseto é baseado nos
semioquimicos, 0s quais possibilitam desenvolver novos produtos para serem utilizados em
estratégias de manejo integrados (monitoramento e captura) de pragas. Desta forma, o presente
estudo objetivou verificar a atratividade de C. megacephala para diferentes fontes alimentares
(carne bovina, peixe sardinha e camardo rosa) em distintos estagios de decomposicdo (0 h, 24
h, 48 h e 72 h), buscando caracterizar os compostos organicos volateis atrativos, a fim de
viabilizar a elaboracdo de iscas com potencial de aplicabilidade no manejo integrado deste

inseto-praga.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do estudo e coletas

As éreas experimentais utilizadas para as coletas das moscas adultos de C. megacephala
ocorreram nas adjacencias do Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN),
localizado no Campus A.C. Simdes da Universidade Federal de Alagoas (9°.33°10.65” S e
35.°46°29.94” W) em Maceid, AL e nas media¢des do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) (9°
27°57.37” S, 35°49°54.15” W), municipio de Rio-Largo, AL.

A sexagem e identificagdo dos insetos e os bioensaios foram realizados no Laboratorio
de Pesquisa e Recursos Naturais (LPgRN), do CECA, da Universidade Federal de Alagoas -
UFAL. Os testes de campo foram realizados no nucleo de producdo e melhoramento animal,
localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), Rio-Largo — AL (9°27°57.37” S e 35.49°54.15”W).

2.2 Extracdo dos compostos organicos volateis (COVs) nas fontes alimentares

Para a extracdo dos compostos volateis em diferentes periodos de decomposicdo da
carne bovina, peixe sardinha (Sardinella brasiliensis) e do camardo rosa (Farfantepenaeus
subtilis), definiu-se a escala de tempo conforme caracteristicas do material como demostrado
na tabela 1. Segundo Campobasso et al. (2001) os fendmenos de transformacéo e destruicdo
constituem o processo de decomposicdo, o qual se caracteriza pela degradacao dos tecidos por
bactérias organicas aerdbias presentes no meio ambiente e anaerdbicas presente na matéria
organica.

Tabela 1: Descrigdo da escala de tempo utilizada na decomposicéo de fontes alimentares
(carne bovina, peixe sardinha e camarao rosa) para extragdo dos compostos organicos
volateis (COVs) (CAMPOBASSO, et al . 2001).

Escala de Tempo (h)/Tratamento Caracteristicas do material
Oh Material fresco
24 h Material em decomposicéo, estagio 1
28 h Material em decomposicéo, estagio 2
72 h Material em decomposicgéo, estagio 3
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As extracdes dos COVs foram realizadas pelo uso da técnica de aeracdo. Para tanto, 100
g da de cada fonte alimentar foi depositado no interior de cAmeras de vidro com 16 cm de altura
e 26 cm de largura, totalizando trés repeticdes por tratamento e um tratamento-controle (hexano
bidestilado) (grau HPLC, Sigma-Aldrich). As extracdes foram realizadas por um periodo de 2
h a partir do intervalo O h e posteriormente a cada 24 h, durante trés dias consecutivos.

Previamente ao processo de aeragdo, as cameras de vidro foram lavadas com agua e
sabdo e secas em temperatura ambiente. A superficie interna das cameras foi limpa com hexano
bidestilado (grau HPLC, Sigma-Aldrich) e esterilizadas em estufa a 100°C, por um periodo de
2 h. Todas as conexdes do sistema de aeracdo foram confeccionadas com tubos flexiveis de
politetrafluoroetileno (PTFE), criando um sistema de pressao positiva, conforme descrito por
Moraes et al. (2005).

No sistema de aeracéo, o ar fornecido por uma bomba compressora com fluxo de ar de
0,6 L/min, previamente purificado pela passagem em um filtro de cartdo ativado, entrava nas
cameras, misturando-se com os compostos volateis liberados pelas fontes alimentares e na saida
das cameras passava por um tubo de vidro contendo o polimero adsorvente Porapak Q (0,06 g),
nos quais os COVs eram adsorvidos na superficie do biopolimero e extraidos pela passagem de
500 pL de hexano bidestilado. Os extratos obtidos foram colocados em vials (vidro de
borosilicato, 2 mL) e armazenados em freezer a - 20 °C até serem usados nas analises quimicas

e nos bioensaios comportamentais.

2.3 Bioensaios comportamental em olfatbmetro de quatro bracos

2.3.1. Avaliagéo da atratividade para os extratos naturais

Para avaliar a resposta comportamental de C. megacephala, frente aos compostos
volateis emitidos pelas diferentes fontes alimentares: Carne bovina, peixe sardinha e camardo
rosa, nos estagios de decomposicao (0 h, 24 h, 48 h e 72 h), foram conduzidos experimentos
comportamentais em olfatdmetro de quatro bracgos, descrito na patente depositada junto ao
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI, n°® BR1020190045663). Este modelo de
olfatbmetro de quatros vias utilizado na presente pesquisa, foi uma adaptacdo baseada no

modelo de olfatdmetro descrito por Petterson (1970).
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O olfatémetro de quatro bracos é de vidro e possui uma arena com formato retangular,
cujas dimensdes da regido frontal foi 20 cm de comprimento x 15 cm de altura x 15 cm de
altura; as laterais mediam 15 cm de comprimento x 15 cm de largura x 15 cm de altura e a &rea
central mediam 10,5 cm de comprimento x 4,3 cm de didmetro (Figura 1). Os quatro bracos de
vidro foram conectados a area central e a extremidade interna de cada braco possuia um
conector de 4,2 cm de didmetro e uma abertura de 2 cm de comprimento, onde foram colocados
os pedacos de papel filtro (2 x 2 cm) impregnados com 10 plL de diferentes amostras dos
extratos provenientes das trés fontes alimentares em diferentes periodos de decomposigédo e
com igual volume do hexano bidestilado (tratamento-controle) (Figura 1). Os padrdes sintéticos

foram testados da mesma maneira.

Figura 1: Olfatémetro de quatro bracos usado nos bioensaios comportamentais com
adultos de mosca-varejeira. 1) arena, 2) frente, 3) lado, 4) bracos, 5) conector e 6)
conector central para a dispersao de ar.

Fonte: Autora 2020

O ar introduzido no olfatbmetro foi previamente filtrado com carvdo ativado e
bombeado para dentro do sistema, utilizando um fluxo continuo de 0.8 L/min aproximadamente
em cada brago, ao mesmo tempo que o ar foi dispersado para 0 ambiente externo foi através de
um conector central com dimensdes de 4,2 cm de didmetro interno com uma abertura de 2 cm
de comprimento e de 0,5 cm de diametro situado na parte superior do olfatbmetro.

Os bragos do olfatdmetro foram cobertos com cartolina preta para impedir interferéncia
da luz da sala, que permaneceu acesa durante os testes, sobre o comportamento das moscas,

uma vez que estas sao atraidas pela luz (MORAES et. al. 2003).
71



Em cada braco continha um conector onde foi colocado o pedaco de papel de filtro (2 x
2 c¢m) impregnados com 10 puL dos extratos de carne bovina, peixe sardinha, camardo rosa e
tratamento-controle (hexano HPLC), baseado na metodologia de Vuts et al. (2016).

Os testes foram realizados durante o periodo de maior atividade da espécie C.
megacephala, ou seja, das 09:00 as 16:00 horas (BYRD; CASTNER, 2010). A temperatura da
sala foi mantida a 30°C+1°C com umidade relativa do ar de 60%+1%.

Um macho ou fémea de C. megacephala foi introduzido na base do olfatdmetro e o seu
comportamento foi observado durante 11 min, sendo que o primeiro minuto foi considerado
como tempo de adaptacdo ambiental da mosca e os 10 minutos restantes para a avaliagdo do
comportamento exibido pelo inseto. A resposta foi registrada quando a mosca caminhava contra
o fluxo de ar até o final do braco que continha a fonte de odor. As moscas que nao caminharam
contra o fluxo de ar e/ou ndo tocaram nenhuma das fontes de odores durante os 10 min
observados foram excluidas da andlise estatistica (LOPES et al. 2012). Os comportamentos
observados nos bioensaios foram os seguintes: tempo para entrada nos bracos do olfatbmetros,
nimero de entradas nos bragos do olfatbmetro e tempo de permanéncia nos bracos do
olfatbmetro.

Para cada experimento, foram testados, pelo menos 40 insetos sendo 20 machos e 20
fémeas. Cada inseto testado foi considerado como uma repeticdo. A fonte de odor foi trocada a
cada mosca testada. A cada 4 minutos trocava-se a posicdo do olfatbmetro e a cada inseto

avaliado, trocava-se o olfatdmetro por outro limpo e esterilizado em estufa a 150 °C.

2 3.2. Avaliagdo da atratividade para os padroes sintéticos

Os bioensaios empregando padrdes sintéticos foram realizados em etapa subsequente a
identificacdo dos compostos volateis do camardo no estagio de decomposicdo (48 h)
empregando o olfatbmetro descrito no subitem 2.3.1. Os padrdes sintéticos testados foram
adquiridos comercialmente. Os experimentos para testar atratividade para C.megacephala
foram realizados com os compostos testados individualmente, (i) fenol; (ii) 2- nonanona; (iii)
dissulfeto de metila, em combinacéo binaria; (iv) fenol + 2- nonanona; (v) fenol + dissulfeto de
metila ); (vi) 2- nonanona + dissulfeto de metila, (vii) solu¢do dos 3(trés) padrfes sintéticos

(Fenol, 2- nonanona e dissulfeto de metila).
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2.4 Analises Eletroantenograficas

Para realizacdo dos bioensaios em eletroantenografia GC-EAG, as antenas de fémeas de
C. megacephala foram testadas utilizando extrato de camardo 48 h e a solucdo dos padrdes
sintéticos identificados como atrativos para mosca fémeas de C. megacephala disponiveis no
LPgRN. Para realizacdo dos bioensaios, as fémeas foram anestesiadas em baixa temperatura (-
10°C) por um minuto, em seguida, com o uso de tesoura entomoldgica, a antena foi removida
e fixada no eletrodo de prata do sistema EAG. O &pice da antena colocado no eletrodo de
trabalho e a base da mesma fixada no eletrodo de referéncia. Um gel condutor de eletricidade
(Sigma Gel; Parker Laboratories, Inc., Fairfield, NJ) foi utilizado para cobrir as extremidades
da antena no eletrodo.

Uma aliquota de 2uLlL dos extratos obtidos na aeragéo e a mistura dos padrdes sintéticos
foram injetadas em um cromatoégrafo a gas acoplado ao detector por ionizacéo de chamas (DIC)
modelo Shimadzu QP-2010, operado com divisdo de fluxo no modo “split”, contendo coluna
capilar RTX-5 (30m x 0,25mm x 0,25 pm) (RESTEK Chromatograthy Products), onde o
efluente da coluna foi dividido em duas partes, uma parte foi direcionada para o detector de
ionizacdo em chamas ( DIC) e a outra para detector eletroantenografico (EAG).

As zonas de aquecimento do instrumento foram programadas para operar nas seguintes
temperaturas: injetor: 280 °C, detector (DIC:) e forno: temperatura inicial de 50 °C, a qual foi
mantida por 5 minutos, com velocidade de aquecimento de 8°C/min até atingir 250 °C
aumentando 10°C por minuto até atingir a temperatura final de 280°C. O nitrogénio foi usado
como gas de arraste com fluxo de 1L/min.

Os sinais obtidos foram registrados pela passagem em um amplificador de alta
impedancia (IDAC4, Syntech 2004, Hilversum, The Netherlands). As saidas do amplificador
de EAG e do DIC foram monitoradas simultaneamente e analisados usando o pacote de
software Autopike, Syntech (2008). Os compostos resultantes das analises no GC foram
considerados ativos quando apresentaram atividade no EAG em duas ou mais analises. Apenas
as amostras que apresentaram atratividade nos bioensaios comportamentais foram analisadas
por CG-EAG.

2.5 Analises quimicas para identificacdo dos COVs
As amostras obtidas foram analisadas por cromatografia gasosa acoplado a detector de
ionizacdo em chamas (CG-DIC) e por cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de
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massas (CG-EM). Para realizacdo das analises cromatograficas, os extratos obtidos nas
aeracdes foram retirados do freezer e mantidos em temperatura ambiente por um periodo de
aproximadamente 5 minutos. Em seguida, uma aliquota de 1 uL de cada extrato foi introduzida
no cromatografo gasoso acoplado ao detector por ionizacdo de chamas (DIC), modelo
Shimadzu QP-2010 2 com uma coluna Nist-05 (5% Fenil, 95% Dimetilpolisiloxano) com (30
md. 0,25 mm). As condic¢des de analises empregadas no GC-DIC e no CG-EM foram as mesmas
descritas no item 2.4, exceto pela coluna Nist-01 (100% Dimetilpolisiloxano) (30 md. 0,25
mm). Como gé&s de arraste nas andlises por CG-DIC utilizou-se o nitrogénio com fluxo de 1
mL/min. e nas andlises por CG-EM (modelo QP 2010 Ultra (Shimadzu), empregou-se o hélio
com fluxo de 1 mL/min.

Os espectros de massa foram obtidos com o CG-EM operando no modo de ionizacao
por impacto de elétrons a 70eV. Os compostos volateis presentes nas amostras analisadas foram
identificados da seguinte forma: andlise de fragmentacdo de cada composto, comparacdo de
espectro de massa de cada composto presente na amostra com aqueles compilados nas
bibliotecas de referéncia (NIST 08s; NIST 27; NIST 147; e WILEY 229), comparacéo do indice
de Retencdo Linear (IRL) com aqueles disponiveis na literatura e em bancos de dados
especificos (<pherobase.com> e em <pubchem.ncbi.nlm.nih.gov>), empregando o indice de
similaridade e, quando disponivel mediante coinjecdo de padrdes sintéticos. Utilizando ainda
as informacdes sobre o indice de retencdo linear obtido nas analises no CG-DIC e comparagéo
com padrdes sintéticos, quando possivel.

Os compostos volateis, presentes no extrato de camardo no estagio de decomposicéao de
48 h, foram quantificados pelo uso do método de normalizacdo de éareas, empregando
tetradecano (C14) como padrdo interno. As percentagens relativas destes compostos foram
determinadas com base na metodologia descrita por Geerliet et al. (1997), na qual a divisao da
area correspondente a cada pico no cromatograma dividida pela area total de todos os picos dos
compostos identificados na amostra corresponde a contribuicdo de cada composto na mistura
de volateis analisada.

Para confirmar a identidade dos compostos presentes no extrato de camardo com 48 h
de decomposicdo, foram preparadas solugdes dos padrdes analiticos comerciais (Sigma-
Aldrich, Brasil), identificados no item 2.4. As solugdes destes padrdes, em hexano bidestilado
(grau HPLC, Vetec) foram preparadas na concentracdo de 1000 ppm, a qual foi considerada
como solucdo estoque. A partir desta solugdo foram obtidas outras solugdes com as

concentracdes desejadas para a realizacdo dos testes.
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2.6. Testes a Campo

2.6.1 Experimentos realizados com padrdes sintéticos e extrato de camaréo 48 h.

A pesquisa foi conduzida no Centro de Ciencias Agrarias (CECA) da Universidade
Federal de Alagoas — UFAL, na area experimental nicleo de producédo e melhoramento animal.
A area experimental possuia 5.000 m2 (100 x 50 m) e desta &rea foram subtraidos 10 m lineares
como bordaduras para os quatro lados (10 m a area limite). A &rea experimental escolhida
apresenta as seguintes coordenadas geograficas 9°27°57.37” S e 35.49°54.15” e as seguintes
variaveis climaticas: temperatura variando entre 29 a 31 °C e umidade relativa do ar variando
entre 58% a 60%. O experimento foi conduzido durante o periodo de 11 a 27 de novembro de

2019 (Figura 2).

Figura 2: Area experimental com area com um total de 2,5 ha, dividida em cinco areas.
Esquema de distribuicédo das armadilhas cada armadilha com aproximadamente 20 m
de distancia uma da outra.

|

Fonte: Autora 2020

O experimento foi conduzido com 4 tratamentos e 5 repeticbes (cada area foi
considerada uma repeticdo). Os tratamentos testados foram o0s seguintes: tratamento 1
(controle); tratamento 2 (extrato de camardo 48 h); tratamento 3 (solugdo dos padrdes sintéticos
na concentracao de 50 ppm) e tratamento 4 (solucdo dos padrdes sintéticos na concentracéo de

100 ppm).
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As armadilhas utilizadas nesses testes consistem em depdsitos de composicdo plastica
transparentes com capacidade de 3L, nas quais foram colocados pisos adesivos, contendo o
septo de borracha com um tratamento. As iscas contendo os tratamentos foram colocadas nos
pisos das armadilhas e afixadas a 5m do solo e com distancia aproximada de 20 m entre cada
tratamento com distribuicdo ao acaso, seguindo as recomendacdes descritas por Orth et. al.
(1986) (Figura 3).

Os septos de borracha foram utilizados como liberadores de volateis, impregnados com
doses de aproximadamente 3 uLL confome preconizado por Kovaleskii et al. (2003). Estes septos
foram impregnados com extrato de camardo no estagio de decomposicéo 48 h e com a mistura
sintética que continha fenol, 2-nonanona e disulfeto de metila nas concentraces de 50 ppm e
100 ppm. O septo de borracha impregnado com hexano foi o tratamento-controle.

A cada trés dias, 3 uL de cada tratamento, foram acrescentados nos septos de borrachas
que se encontravam dentro das armadilhas. O hexano (tratamento-controle) era adicionado
diariamente, em razdo da sua alta volatilidade. As avaliacfes foram realizadas diariamente, no
periodo de 16:30 as 17h, por um periodo de 15 dias, sendo efetuada a contagem dos insetos no
término de cada dia de experimento. Em seguida, as moscas eram acondicionadas em tubos de
ensaios e congeladas para posterior identificacdo. Apds cada avaliacdo as armadilhas foram

rotacionadas .

Figura 3: Armadilhas de composi¢ado plastica, com piso adesivos e com septos de
borrachas impregnadas com hexano (controle), solu¢do do padréo sintético a 50 ppm e
solucdo do padrdo sintético a 100 ppm e extrato natural do camaréo 48 h.

Fonte: Autora 2020
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2.7 Analises estatisticas

Os dados da resposta de machos e fémeas para os diferentes tratamentos em olfatometro
foram analisados utilizando-se o teste Qui-quadrado através do Software Genes (CRUZ, 2013).
Ja os dados das avaliacdes do potencial atrativo das iscas naturais, carne bovina, peixe sardinha
e camardo rosa, nos periodos distintos de decomposicéo e para avaliar os dados da atratividade
do extrato de camaréo 48 h e a solucdo dos padrdes sinteticos nas concentrac6es de (50 e 100
ppm)para moscas C. megacephala no teste de campo foram tabulados e submetidos a anélise
de variancia (ANOVA) e analisados utilizando-se teste de Tukey, e o programa estatistico
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2016) com intervalo de confianca de 95%. Os dados para o tempo
de permanéncia das moscas nos bragos do olfatbmetro de quatro brago foram tabulados e
submetidos a analise de variancia (ANOVA) usou-se teste de Skott Knott, utilizando o
programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2016) com intervalo de confianca de 95%.
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3. RESULTADOS

3.1 Respostas comportamentais em olfatdmetros de quatro bracos e eletroantenografia

Os resultados em bioensaios comportamentais em condi¢6es de olfatdmetros de quatro
bracos, demonstraram que o extrato de camardo 48 h atraiu um maior nimero de fémeas (54%),
sendo detectada uma diferenca significativa (P<0.05) quando este tratamento foi comparado
aos outros tratamentos, como pode ser visto na tabela 2.

Tabela 2: Média percentual de entradas de moscas fémeas adultas de Chrysomya
megacephala frente aos compostos volateis extraidos de carne bovina, peixe sardinha,
camardao rosa em diferentes periodos de decomposi¢ao, no olfatdmetro de quatro bracos.

Amostra 0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Camaréo 44 39 54 17
Carne 22 28 20 28
Peixe 11 11 11 22
Controle 22 22 15 33
x*Calculado 15,80** 16,4** 35,76** 5,84n.s.
x?Tabelado 3G.L e 5% 7,81

y’Tabelado 3G.L. 1% 11,30

(**) dados significaticos a 5% e (*) dados significativos 1%, pelo teste de Qui-Quadrado e NS denota que ndo
houve atividade significativa.

Por sua vez, os machos foram mais atraidos para o tratamento-controle (P <0,05) quando
comparado aos demais extratos, conforme pode ser visto na tabela 3, indicando que houve uma

provavel repeléncia para as moscas machos.
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Tabela 3: Média percentual de entradas de moscas machos adultas de Chrysomya
megacephala frente aos compostos volateis extraidos de carne bovina, peixe sardinha,
camarao rosa em diferentes periodos de decomposicéo, no olfatbmetro de quatro bracos.

Amostra 0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Camarao 18 19 18 12
Carne 12 19 12 19

Peixe 12 12 12 19
Controle 59 50 58 50
x*Calculado 61,72** 34,64** 59,04** 34,64**

x’Tabelado 3G.L e 5% 7,81

y?Tabelado 3G.L. 1% 11,30
(**) dados significaticos a 5% e (*) dados significativos 1%, pelo teste de Qui-Quadrado e NS denota

que ndo houve atividade significativa.

Quanto ao tempo de permanéncia das fémeas no olfatometro, constatou-se que o braco
com os extratos de camardes em todos os tempos de decomposi¢éo, desencadeou maior tempo
de permanéncia na fonte de odor quando comparada aos demais extratos (P<0,05), excetuando-
se 0 extrato de camardo 72 h (Tabela4).

Tabela 4: Tempo médio de permanéncia (s) adultos fémeas de Chrysomya megacephala
em cada braco do olfatdmetros em respostas as amostras de carne bovina, peixe
sardinha e camarao nos periodos de Oh, 24h, 48h e 72h.

Amostra\Tempo Oh 24h 48h 72h
Controle 12,35+7,15d 10,80+7,88c 2,90+2,85¢ 94,30+29a
Peixe 62,20+34,13c  56,45+30,94b  27,00+18,69b  81,00+37,89a
Carne 104,90+42,05b  80,05+37,39b  34,65+19,04b  101,00+41,55a
Camarao 177,40+50,82a 219,35+50,82a 322,00+54,70a  38,75+21,73b

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si a um intervalo de confianca ao nivel de 5% de
probabilidade ou P<0,05 pelo teste de Skott Knott.

As andlises por CG-EAG revelaram que trés compostos presentes no extrato de camardo
em 48h de deposicéo, elicitaram despolarizacdo nas antenas de fémeas de C. megacephala,
indicando que estes compostos possuem receptores especificos nas antenas de fémeas (Figura
4).
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Figura 4: Respostas eletroantenogréafica das antenas das fémeas Chrysomya
megacephala para trés compostos bioativos presentes no extrato de camardo em 48h de
decomposicéo.
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Dentre os trés compostos bioativos, observou-se que o terceiro composto (TR=11.321
min) é o componente majoritario, ao passo que o primeiro composto (TR=5.567 min) apresenta
proporcao intermedidria e o segundo composto (TR=10.429 min) é o menos abundante dos trés

compostos (Figura 5).

Figura 5: Expanséo das respostas eletroantenografica de C. megacephala frente aos
compostos sintéticos previamente identificados no extrato de camarao 48 h, disponiveis

no LPgRN.
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3.2. Analises CG-DIC e CG-EM

Seis compostos foram identificados nas analises por Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizagdo de Chamas e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) dos extratos de aeracdo de camardo no estagio de decomposicédo (48 h).

As substancias identificadas pertencem as seguintes classes: alcool, composto
sulfurado, cetonas e amina. Dentre os seis compostos identificados, os trés constituintes que
elicitaram despolarizacdo nas antenas de fémeas foram identificados como sendo fenol, 2-
nonanona e disulfeto de metila. Os demais compostos ndo desencadearam respostas antenais
nas fémeas (Tabela 6, Figura 6).

Tabela 6: Compostos bioativos identificados no extrato de aeracéo de
camaréo em 48h de decomposicao.

g GC EAG GC-FID GC-MS C“"“‘f DB- GC-MS

g

g

z TRy, IRL TR IRL TRy  RLe  RL oo

[

1 5.567 979 5.484 978 5.486 978 978 FENOL

2 10.429 1075 10.509 1076 10.697 1080 1075 2- NONANONA

3 11.321 1094 11.335 1094 11.221 1092 1094  DISSULFETO DE
METILA

TR = Tempo de Retencéo nas analises por CG-DIC; LRI = indice de Retencdo Linear, calculado a partir de uma
equacdo linear baseada nos tempos de retencdo dos compostos identificados em relagdo a uma série homdloga de
n-alcanos C7-C30 (Sigma-Aldrich) injetada nas mesmas condigbes das amostras. IRLc = indice de Retengéo
Linear Calculado, IRLg- indice de Retencdo Linear Encontradono Banco de dados da web [The pherobase (EL-
SAYED, 2020).

Figura 6: Cromatograma representativo dos compostos volateis coletados de extrato de
camarao apoés 48h de decomposicao.
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3.2.1. Espectros de massas dos compostos do extratos de camarao 48h versus os espectros
de massas dos compostos disponiveis nas bibliotecas do CG-EM.

O espectro de massas do fenol (composto 1) (Figura 7 A) é caracterizado por um pico
do ion molecular de massa 94, o qual também é o fragmento mais abundante do espectro, sendo
caracterizado como o pico basico. O fragmento de massa m/z 66 corresponde a um fragmento
ibnico, derivado da decomposicdo do ion molecular, pela perda de 28 unidades de massas,
correspondente a perda de uma molécula de eteno. A analise comparativa do espectro de massas
do composto 1 com o disponivel na biblioteca do CG-EM revelou um percentual de

similaridade acima de 90% entre os dois espectros, como pode ser observado na Figura 7 B.

Figura 7: Espectros de massas do fenol (composto 1). A) Espectro do composto presentes
no extratos de camarao 48h. B) Espectro do fenol conforme a bibliotecas do CG-EM.

4 | 11?-" 1I52 1IT-'E I"Di" '3'I2]" 2?1 2.?"'4 29:‘3 3'3'|3 aﬂ "-ﬁ"ﬂI 39[:: -l1-15|I 442I -'-Ii"IE 49
500 Y50 1000 1250 1500 4750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250 4500 4750

w0

g
@/
66 .0 £

5i.:|_nj 750 1000 1250 1500 1950 2000 2350 2500 ¢S50 3000 250 3500 3050 <4000 4250 4500 <4050

O espectro de massas da 2-nonanona (composto 2) (Figura 8A), é caracterizado pela
presenca de um fragmento de massa 142 correspondente ao ion molecular e um fragmento de
massa m/z 58, que é o ion mais abundante do espectro, o qual é derivado do ion molecular pela
perda de 84 unidades de massa, através de rearranjo de McLafferty para cetonas. Comparando-
se 0 espectro do composto 2 com o espectro da 2-nonanona disponivel na biblioteca do CG-EM

(Figura 8B), observa-se que a similaridade entre eles é superior a 90%.
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Figura 9: Espectros de massas do 2-nonanona (composto 2). A) Espectro do composto
presentes no extratos de camardo 48h. B) Espectro do 2- nonanona conforme a
bibliotecas do CG-EM.
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Uma analise comparativa entre o0 espectro de massas do composto 3 (Figura 9A) com o
espectro do dissulfeto de metila, disponivel na biblioteca do instrumento (Figura 9B),

demonstrou que a similaridade entre ambos é superior a 90%.

Figura 9: Espectros de massas do dissulfeto de metila (composto 3). A) Espectro do
composto presentes no extratos de camarao 48h. B) Espectro do dissulfeto de metila
conforme a bibliotecas do CG-EM.
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3.3 Avaliacdo da atividade bioldgica dos compostos sintéticos

3.3.1 Analises individualizadas dos compostos sintéticos

Nos bioensaios, em condicdes de olfatbmetro de quatro bracos, na avaliagédo da
atratividade das moscas fémeas, C. megacephala, para os compostos sintéticos testados
individualmente, fenol, 2- nonanona e dissulfeto de metila, ndo apresentaram diferencas
significativas na atratividade para as moscas fémeas, quando comparado ao tratamento -
controle ( P>0,01). No entanto, as moscas fémeas foram mais atraidas para o tratamento-
controle (P< 0,01) (Figuras 10,11 e 12).

Figura 10: Percentual médio de atratividade de moscas fémeas de Chrysomya
megacephala, em condi¢6es de olfatbmetro de quatro bracos ao odor fenol

Composto sintético testado individualmente (Fenol )

B TRATAMENTO CONTROLE

80% 60% 40% 20% 0% 20% 40%

% médio de moscas atraidas

(*) Significancia a 1% de probabilidade .
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Figura 11: Percentual medio de atratividade de moscas fémeas de Chrysomya
megacephala, em condic6es de olfatbmetro de quatro bracos ao odor 2- nonanona.

Composto sintético testado individualmente (2- nonanona )

B TRATAMENTO CONTROLE

80% 60% 40% 20% 0% 20% 40%

% meédio de moscas atraidas

(*) Significancia a 1% de probabilidade .

Figura 12: Percentual médio de atratividade de moscas fémeas de Chrysomya
megacephala, em condi¢des de olfatbmetro de quatro bracos ao odor dissulfeto de metila

Composto sintético testado individualmente (Dissulfeto de metila)

BTRATAMENTO mCONTROLE

80% 60% 40% 20% 0% 20% 40%
% médio de moscas atraidas

(*) Significancia a 1% de probabilidade
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3.3.2 Analises em combinaces binarias dos compostos sintéticos para C. megacephala

Nos bioensaios, nas condi¢bes de olfatometro de quatro bragos, na avaliagdo da
atratividade de moscas fémeas, C. megacephala, para os odores em combinacgdes binarias,
fenol + dissulfeto de metila, fenol + 2- nonanona e dissulfeto de metila + 2- nonanona, as
moscas fémeas ndo apresentaram diferencas significativas para atratividade ao comparar com
o tratamento controle (P>0,01). Entretanto, as moscas fémeas foram mais atraidas para o
tratamento- controle (P<0,01) (Figuras 13).

Figura 13: Percentual média de atratividade de moscas fémeas de Chrysomya
megacephala, em condi¢des de olfatbmetro de quatro bracos aos odores das combinagoes
binarias (Fenol + dissulfeto de metila, fenol + 2- nonanona e dissulfeto de metila + 2-

nonanona).

Compostos sintéticos testados em combinagdes binarias

ECONTROLE WTRATAMENTO
* Fenol + 2- nonanona

Dissulfeto de metila +
* 2- nonanona

Fenol + Dissulfeto de metila

80% 60% 40% 20% 0% 20% 40%

*

% médio de moscas atraidas

(*) Signicancia a 1% de probabilidade ..

3.3.3 Anélises em combinacao ternéria dos compostos sintéticos

Nos bioensaios, nas condi¢gdes de olfatbmetro de quatro bragos, na avaliagdo da
atratividade de moscas fémeas ,C. megacephala, para os odores em combinacao ternaria, fenol
+ 2- nonanona + dissulfeto de metila, as moscas fémeas foram mais atraidas para mistura
terndria ao comparar com tratamento-controle (P < 0,01) (Figuras 14).
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Figura 14: Percentual médio de atratividade moscas fémeas de Chrysomya
megacephala, em condic6es de olfatbmetro de quatro bracos aos odores das combinacgao
ternaria (Fenol ++ 2- nonanona + dissulfeto de metila).

Compostos sintéticos testados em combinacao ternaria (Fenol + 2- nonanona +
dissulfeto de metila )

B CONTROLE MTRATAMENTO

20% 0% 20% 40% 60°  80% 100%

% médio de moscas atraidas

(*) Signicancia a 1% de probabilidade .

3. 4. Teste de atratividade a campo

Durante 0s testes experimentais a campo capturou-se um total de 324 (trezentos e vinte
quatro) espécimes, das quais 219 (duzentos e dezenove) foram identificadas como C.
megacephala, conforme as chaves propostas por Grella et al. (2015). Do total de moscas 93,5%
foram fémeas e 6,5% foram machos.

Observou-se ainda que, as solucdes dos padrdes sinteticos nas concentracfes 50 ppm e
100 ppm, mostraram-se menos atrativos para as moscas ao comparar com o extrato de camaréo
48 h, conforme os resultados dos testes a campo(Figura-15). Péde-se, constatar diferengas
significativas quanto a atratividade para esses odores, quando comparados ao tratamento-
controle (Figura 15). Neste caso, o tratamento extrato de camardo 48 h, diferiu
significativamente (P<0,05) quanto a atratividade para os odores solugdes dos padrdes

sintéticos(50 ppm e 100 ppm) e tratamento-controle (Hexano).
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Figura 15: Numero total de moscas adultas de C. megacephala coletadas nos
tratamentos controle, extrato de camar&o 48 h e solugdes ternarias dos padrds sinteticos
nas concentragdes (50 e 100 ppm).
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

88



4. DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que o tempo de decomposi¢éo das fontes alimentares tem
relagdo direta com concentracOes relativas e liberagdo destes compostos e consequemente tem
influencia na atratividade, assim, acredita-se que, os resultados alcangados nas condigdes de
olfatdbmetro de quatro bracos para moscas fémeas C. megacephala, frente ao extrato de camaréo
48 h, estdo relacionados as concentracoes desses compostos (fenol, 2-nonanona e dissulfeto de
meila) e consequentemente influenciando o comportamento das fémeas, uma vez que foi
observado que 54% das fémeas foram atraidas para a fonte de odor contendo o extrato de
camaréo 48 h.

Os resultados obtidos, demonstraram que o aumento da concentracdo resultou no
aumento da atratividade de fémeas (ver apéndice 1), ou seja, que atracdo de fémeas para a fonte
de odor é diretamente proporcional a concentracdo do estimulo testado..

Em um estudo similar a este, Frederickx et al. (2012) avaliaram as respostas de Lucilia
sericata Meigen (Diptera: Calliphoridae) frente aos compostos organicos volateis emitidos
durante o processo de decomposi¢cdo da carcaca de suinos, constataram que 0S compostos
sulfurosos e butan-1-ol atrairam fortemente as moscas e as concentragdes influenciaram nas
respostas comportamentais, todavia a super dosagem do compostos ndo apresentaram qualquer
tipo de atratividade. Da mesma forma Liu et al. (2016) avaliaram respostas comportamentais
de Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae) aos compostos volateis resultante de decomposicao
microbiana de meios larvais, observaram que as respostas comportamentais dessas moscas
dependem das concentragdes de cada composto testado.

O tempo de decomposicdo provavelmente seja o fator que influencia na concentracdo
dos compostos nos extratos, portanto, verificou-se que o extrato de 48 h foi o periodo de maior
concentracdo dos volateis de camardo em decomposicdo. Johansen et al (2013) observaram que
diferentes estagios de decomposi¢do proporcionaram aumento nas concentracdes de volateis
liberados de carcagas de camundongos, aumentando sua atratividade, principalmente para que
fémeas que buscam sitios para oviposicao (LIU et al. 2016; CHAUDHURY et al. (2010).

No que se refere, tempo de permanéncia das fémeas de C. megacephala, os resultados
demostraram que 0s bragcos em que se encontravam os extratos de camardo em diferentes
periodos de decomposigdo, apresentaram maiores tempos de permanéncia. Este resultado
reafima que a atratividade desses compostos tenha correlagdo com a concentracdo (Ver

apéndices 1, 2, 3 e 4), como foi reportado por Silva (2005) e Oliveira et al. (2013).
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Ao analisar o extrato com a fonte de maior atratividade, ou seja, camaréo 48 h, verificou-
se que trés compostos eliciaram despolarizacdo nas antenas de fémeas de C. megacephala e
estes foram caracterizados como sendo fenol, 2-nonanona e disulfeto de metila. As classes de
compostos liberados pelo extrato de camardo 48 h também foram encontradas por Brasseur et
al. (2012) na mistura de compostos volateis extraidos nas carcagas de suinos em processo de
decomposicdo, os quais identificaram as seguintes classes de compostos: aromaticos,
oxigenados, sulfurados e heterociclicos. Estes compostos foram encontrados anteriormente em
outros organismos com atratividade para moscas, principalmente pertencentes a familia
Calliphoridae (DEKEISSCHIETER et al. 2009; CABLK et al. 2012; OLIVEIRA-COSTA et al.
2013; PACZKOWSKI et al. 2015).

Zhu et al. (2017), reportaram que o dissulfeto de metila, trissulfeto de dimetila, fenol,
p-cresol e indol sdo compostos capazes de eliciar atratividade em moscas da familia
Calliphoridae. Archer; Elgar (2003) ressaltaram que os compostos de enxofre liberam um
cheiro caracteristico de matéria organica em decomposicao utilizados como atrativos de longa
distancia para moscas em buscas de sitios para oviposi¢éo, assim como também observado por
Chaudhury et al. (2014) e Recinos-Aguilar et al. (2020).

De acordo com Ashworth; Wall (1994) vérias espécies pertencentes a familia
Calliphoridae, sdo orientadas para os sitios de alimentacdo e\ou oviposi¢do por intermédio de
compostos volateis ricos em enxofre produzidos por infeccdes provocadas por bactérias no
hospedeiro. Da mesma forma, Ignell; Hansson (2005) evidenciaram que as fémeas de moscas
varejeiras sdo atraidas por compostos volateis, oriundos de matéria organica em decomposicéo,
principalmente compostos volateis de enxofre, objetivando encontrar sitios de alimentagédo e
depositar os seus ovos em locais favoraveis para o desenvolvimento de sua prole.

Todavia, os resultados obtidos em nossa pesquisa, demonstraram que 0S compostos:
fenol, 2- nonanona e dissulfeto de metila testados individualmente e em combinacdo binéaria
ndo atrairam significativamente fémeas de C. megacephala, sugerindo que 0os compostos
testados individualmente e em combinagdo binaria podem provocar repeléncia nestes insetos.
No entanto, em combinag&o terciaria dos padrdes sintéticos observou-se diferenga significatva
da solucéo desses padrdes frente a C. megacephala.

Esse resultado, explica-se no fato que cada composto apresenta em sua composi¢ao
moléculas com fun¢des especificas, atuando na comunicacdo das espécies de forma diferente,
provavelmente, ocorreram interacdes sinergicas entre 0s constituintes bioativos do extrato de

camardo 48 h, que resultou na potencializa¢do da atratividade para mistura terciaria, quando
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comparado com 0s compostos isolados e em combinacdo binaria, de maneira a influenciar o
comportamento das fémeas desta espécie, de maneira semelhante foi observado em outro
diptero (SCALERANDI et al. 2018).

Assim como, Sulston et al. (2014) avaliaram os efeitos sinergicos de iscas sintéticas na
captura de moscas tsé-tsé (Diptera: Glossina). Isca sintética constituida dos compostos volateis
extraidos das feridas dos gados, composto identificado: 2-mercaptoetanol e POP isca sintética
compostas por: 4-metilfenol, 3-propilfenol e 1-octen-3-ol, identificados a partir de volateis de
odor ativos de boi. Os autores constataram que as misturas das iscas proporcionaram interagoes
sinergicas, resultando no aumento das capturas de moscas tsé-tsé no campo.

Em relacdo ao efeito sinergético da mistura frente ao comportamento de insetos,
Dhinakaran et al. (2019) demostraram que o total de seis combinacdo de terpeno, exibiram
efeito sinergético no controle de larvas de mosquitos, sem produzir efeito antagénico. Esse
efeito sinergético ou antagdnico das moléculas esta relacionado com a estrutura das moléculas,
posicao e natureza funcional das propor¢6es das misturas. Desta forma, evidencia a importancia
dos compostos em combinacdes para aumentar a eficiéncia no controle dos artrépodes.

Nos testes de campo observou-se que C. megacephala é a espécie predominante no meio
rural. Esse resultado corrobora a constatacdo de Moura (2004) e Leandro; D’Almeida (2005),
no teste de campo. Das espécies registradas, pode-se verificar que C. megacephala foi a de
maior predominancia quantitativa em relacao as demais espécies constatadas no ambiente rural,
exposto as condi¢des atmosféricas.

Nestes testes, verificou-se que as armadilhas com iscas de extrato de camardo 48 h
capturaram um numero maior de moscas que as armadilhadas iscadas com as solu¢bes dos
compostos sintéticos em diferentes concentracdes, esse resultado indica que as diferencas se
devam as concentragdes e as variaveis climéaticas predominantes no ambiente rural.

As interferéncias abidticas foram observadas, principalmente em relacdo a temperatura,
umidade e acdo do vento, agem alterando o processo de liberacéo e disperséo dos compostos
volateis, assim como na densidade populacional das moscas, de maneira a afetar nas diferengas
quantitativas das capturas das moscas. Estudos exploratorios constatam as interferéncias dos
fatores climaticos na abundancia de insetos (FERREIRA et al. 2006; PINHEIRO et al. 2008;
ROSA et al. 2011) e na liberacdo e dispersdo dos compostos volateis (NI et al. 2012; LLUSIA

et al. 2013), resultados estes que corroboram com 0s constatados nesta pesquisa. .
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5. CONCLUSAO

As moscas adultas de C. megacephala fémeas sdo atraidos por compostos volateis
presentas nas fontes alimentares. Essa atracdo € mediada por compostos organicos volateis
liberados pela fonte alimentar camarao 48h, referenciadas como semioquimicos(apneuménios).

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia e espectrometria de
massas permitiram a identificacdo de 3(trés) compostos organicos volateis no extrato de
camardo 48 h capazes de desencadear resposta eletrofisioldgica nas antenas de C. megacephala:
Fenol 2- nonanona e dissulfeto de metila.

Nos bioensaios comportamentais nas condi¢cdes de olfatbmetro de quatro bracos, o
extrato de camardo 48 h obteve a maior percentagem de entradas, mostraram atratividade para
as moscas fémeas. Para 0os machos coespecificos ndo foram atrativos.

Nos bioensaios comportamentais das moscas fémeas com 0s compostos sinteticos,
foram observados que as moscas fémeas responderam significativamente frente a mistura
ternarias (fenol, 2- nonanona e dissulfeto de metila). Em contrapartida, as moscas fémeas nédo
responderam significativamente para os compostos individuais e para as misturas binarias.

No teste de campo, o extrato natural de camarao 48 h e as solugdes sintéticas mostraram-
se atrativas frente as moscas fémeas C. megacephala. Para os machos, os testes de campo
sugerem repeléncias para todos os tratamentos testados.

Diante do exposto, conclui-se que a solucdo (camardo 48 h) é atrativo para C.
megacephala, revelando potencial para ser utilizado como isca em armadilhas para
monitoramento e controle da referida espécie. Esse resultado tem grande importancia para a
salde publica, setor pecuarista e ao meio ambiente, a medida que, proporcionarad a reducéo

das perdas socioecondmicas provacadas por C. megacephala.
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6. PERSPECTIVAS

E necessario mais estudo sobre o comportamento de moscas adultas C. megacephala,
frente aos extratos de camardo 48 h, assim como atividade de repeléncia dos compostos
liberados pelo extrato de camaréo 48 h para as moscas machos.

Dentro desta perspectiva faz-se necessario mais pesquisas sobre a influéncia dos fatores
abioticos, principalmente temperatura e o vento,  no tempo de liberacdo dos compostos

volateis, assim como a influéncia da concentracéo na atratividade para C. megacephala.
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APENDICE 1: ANALISES QUIMICAS DOS EXTRATOS DE CAMARAO EM
DIFERENTES ESTAGIOS DE DECOMPOSICAO.

Figura 1: Cromatograma da analise quimica do extrato de camarao rosa no
estagio de decomposic¢éo 0 h por CG-EM.

Figura 2: Cromatograma da anélise quimica do extrato de camar&o rosa no
estagio de decomposicdo 24 h por CG-EM.
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Figura 3: Cromatograma da analise quimica do extrato de camarao rosa no estagio de

decomposicéo 48 h por CG-EM.
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Figura 4: Cromatograma da analise quimica do extrato de camaréo rosa no

estagio de decomposicéo 72 h por CG-EM
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Tabela 1. Compostos bioativos identificados no extrato de aeragdo de camarao
rosa no estagio de decomposicao (0h).

COMPOSTOS

GC- FID GC-EM Coluna DB-1 GC-MS

TRoin IRLc TRuin IRLc IRL, COMPOSTO

5.567 979 5.489 978 978 FENOL

10.534 1077 10.669 1080 1075 2- NONANONA
11328 1094 10.979 1090 1094 DISSULFETO DE METILA

Tabela 2: Compostos bioativos identificados no extrato de aeracdo de camarao
rosa no estagio de decomposic¢éo (24 h).

COMPOSTOS

-

GC- FID GC-EM Coluna DB-1 GC-MS

TR IRLc TRonin IRLc IRL; COMPOSTOS

5578 979 5.779 980 978 FENOL

10511 1077 10.682 1080 1075 2- NONANONA
11.326 1094 11.242 1092 1094 DISSULFETO DE METILA
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Tabela 3: Compostos bioativos identificados no extrato de aeragdo de camarao
rosa no estagio de decomposicéo (48 h).

g GC EAG GC-FID GC-MS C"l““l"‘ DB- GC-MS

2

e

= TR in IRL TR in IRL TRpin IRLc IRL; COMPOSTOS
Q

1 5.567 979 5.484 978 5.486 978 978 FENOL

2 10.429 1075 10.509 1076 10.697 1080 1075 2- NONANONA
3 11321 1094 11335 1094 11221 1092 1094 DISSULFETO DE

METILA

COMPOSTOS

—

Tabela 4: Compostos bioativos identificados no extrato de aeragdo de camarao
rosa no estagio de decomposicéo (72 h).

GC EAG GC-FID GC-MS Coluna DB-1 GC-MS
Ry, RLc TRy, [RLc TRy IRl IRLg COMPOSTO
5.569 979 5.548 979 5.778 982 978 FENOL
10.345 1073 10.358 1073 10.296 1072 1075 2- NONANONA
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Tabela 5. Célculos das concentracdes dos compostos bioativos presentes nos extratos
camardo em diferentes periodos de decomposicoes.

(Camarao) Periodos Fenol 2- nonanona Dissulfeto de metila
Decomposicdes
0Oh 2.71 ppm 6,44 ppm 8,37 ppm
24 h 3,93 ppm 10,8 ppm 18,73ppm
48 h 7,49 ppm 17,5 ppm 61,77 ppm
72 h 1,54 ppm 2,16 ppm -

de
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APENDICE 2: CROMATOGRAMA DA ANALISE DO EXTRATO DE CARNE
BOVINA EM DIFERNTES ESTAGIOS DE DECOMPOSICAO

Figura 1: Cromatograma da analise quimica do extrato de carne bovina no
estagio de decomposicdo (0 h) por CG-EM

Figura 2: Cromatograma da anélise quimica do extrato de carne bovina no
estagio de decomposicédo (24 h) por CG-EM.
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Figura 3: Cromatograma da analise quimica do extrato de carne bovina no estagio de
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Figura 4: Cromatograma da andlise quimica do extrato de carne bovina no

estagio de decomposicéo (72 h) por CG-EM

Tabela 1: Compostos identificados no extrato de aeracdo de carne bovina no

COMPOSTOS

estagio de decomposicéo (0 h).

GC- FID GC-EM Coluna DB-1
TR i IRL, TR IRL, IRLy
5.547 979 5.497 978 978
10.364 1073 10.467 1075 1075
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Tabela 2: Compostos identificados no extrato de aeracao de carne bovina no estagio de
decomposicdo (24 h).

2 GC- FID GC-EM Coluna DB-1
=
17}
g
g TR pin IRLc TRein IRLc IRLg
Q
1 5.545 979 5.489 978 978
2 10.367 1073 10.467 1075 1075

Tabela 3: Compostos identificados no extrato de aeracéo de carne bovina no
estagio de decomposicéo (48 h).

z GC- FID GC-EM Coluna DB-1
—
[}
g
g TR nin IRL TRan IRL IRL.
&)
1 5.650 980 5.893 983 978
2 10.421 1074 10.196 1070 1075

Tabela 4: Compostos identificados no extrato de aeracdo de carne bovina no
estagio de decomposicéo (72 h).

7
= GC - FID GC-MS Coluna DB-1
o
=
= TR IRLc TR Klc KIg
(&)
1 5.287 975 5397 976 978
2 10356 1073 10463 1075 1075
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APENDICE 3: CROMATOGRAMA DA ANALISE DO EXTRATO DE PEIXE
SARDINHA EM DIFERNTES ESTAGIOS DE DECOMPOSICAO

Figura 1: Cromatograma da anélise quimica do extrato de peixe sardinha no
estagio de decomposicéo (0 h) por CG-EM.

u_\_gw 000)
19]
05
25 5.0 75 10.0 125 150 175 200 225 250 275 30.0 325 35.0 min
Figura 2: Cromatograma da analise quimica do extrato de peixe
sardinha no estagio de decomposicéo (24 h) por CG-EM.
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Figura 3: Cromatograma da analise quimica do extrato de peixe
sardinha no estagio de decomposicéo (48 h) por CG-EM.
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Figura 4: Figura 2: Cromatograma da analise quimica do extrato de
peixe sardinha no estagio de decomposic¢éo (72 h) por CG-EM.
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Tabela 1: Compostos bioativos identificados no extrato de aeracdo de peixe
sardinha no estagio de decomposic¢éo (0 h).

2 GC- FID GC-EM Coluna DB-1
==
w2
g
g TR i IRL, TRoia IRL. IRLg
| &)
1 5.547 979 5.457 978 978
2 10.368 1073 10.471 1075 1075

Tabela 2: Compostos bioativos identificados no extrato de aeracdo de peixe
sardinha no estagio de decomposic¢éo (24 h).

2 GC- FID GC-EM Coluna DB-1
Z
o -
z TR, IRL,. [Roni IRL, IRL;
S
1 5.650 980 5.724 981 978
2 10.421 1074 10.181 1070 1075
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Tabela 3: Compostos bioativos identificados no extrato de aeracéo de
peixe sardinha no estagio de decomposicéo (48h).

z GC- FID GC-EM Coluna DB-1
|
[}
g
g TR IRL. TRaia IRL. IRLg
]
1 5.630 980 5.810 982 978
2 10.421 1074 10.178 1070 1075

Figura 4: Perfil cromatogréfico do extrato de aeracao obtidos na analise de CG-
DIC com injetor splitless. Extrato de peixe sardinha no estagio de decomposic¢ao (72 h).

2 GC- FID GC-EM Coluna DB-1
=
7}
g
% TR i IRL. TRumin IRL. IRL
o
1 5.650 980 5.489 978 978
2 10.421 1074 10.452 1075 1075
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1- PATENTE: olfatbmetro de quatro bragos adaptado para mosca varejeira.

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)
Titulo da Invencédo ou Modelo de

Utilidade (54):

Olfatdmetro de Quatro Bracos para moscas Varejeiras

RESUMO: A presente invencdo refere-se a uma nova metodologia adequada para
realizar bioensaios com moscas, especificamente moscas varejeiras (Chrysomya megacephala),
a partir de modificagcdes em olfatdmetro de quatro bragos de Petterson (1970). Os resultados
obtidos constataram que as moscas fémeas obtiveram respostas comportamentais significativa
frente a diferentes fontes de odores, onde a amostra de camarédo e o tempo de 48 horas obtever
a melhor resposta. Ja as moscas machos, apesar de responder a metodologia nao respondeu de
forma significativa as diferentes fontes de odores. Diante disto, essa nova metodologia mostra-
se como uma importante ferramenta para avaliar as respostas comportamentais de insetos que
voam, de forma particular moscas varejeiras .

Figura a publicar: 01

Relatorio Descritivo da Patente de Invenc¢ao para “Olfatometro de Quatro Bracos para
moscas Varejeiras”

[01] A presente patente tem por objetivo desenvolver uma metodologia para realizar
bioensaios com moscas, especificamente, moscas varejeiras (Chrysomya megacephala) a partir
de modificac6es do olfatbmetro de Petterson (1970), o qual inventou um olfatdmetro de quatro
vias para testar a existéncia de um feroménio sexual no pulgdo (Schizaphis borealis).
Posteriormente, (Vet et al., 1983) foram adicionadas algumas modificacGes a versdo original
de Petterson. O nosso olfatdmetro sofreu algumas modificacbes a partir dos citados acima,
dentre elas: foi ampliado, é constituido todo de vidro e com formato retangular, as adaptacGes
levaram em consideracgdes as caracteristicas e comportamentos dessa espécie. De acordo com
Mendesil et al., 2009, diversos estudos laboratoriais com varios tipos de olfatbmetros foram

executados, no entanto, adaptando apenas as necessidades de cada pesquisa, sem analisar a
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aplicabilidade, no tocante das caracteristicas e comportamento dos insetos. Essa inovacao nos
permitiu desenvolver uma metodologia especifica para moscas, a partir das modificacdes

realizadas.
2- Problemas que a invencao se propde a resolver

[02] Bioensaio é um método de avaliagdo de respostas comportamentais, as quais
auxiliam na identificacdo de moléculas bioativas, e baseadas nessas moléculas é possivel
produzir um inseticida, afim de que a densidade populacional excessiva seja controlada, uma
vez que essas referidas moscas causam sérios danos aos animais e aos seres humanos causando
miiases secundarias, além de ser vetores mecéanicos de varios patdgenos. Sabe-se que 0s
diferentes tipos de olfatdmetros sdo utilizados para avaliacdo comportamental de diferentes
insetos, dentre eles citam-se: olfatbmetro em Y e o de Petterson, no entanto, para testar as
respostas comportamentais com moscas, especialmente a Chrysomya megacephala, observa-se
que estes olfatbmetros ndo consideravam alguns aspectos comportamentais importantes para
essa espécie, dentre eles: o vbo, como também a atratividade pela luz. Visando resolver as
lacunas deixadas por diferentes tipos de olfatbmetros, desenvolveu-se um método especifico

para moscas, obedecendo as suas caracteristicas fisicas, bioldgicas e comportamentais.
3- Estado da técnica

[03] Pesquisas realizadas recentemente sobre respostas comportamentais olfativas de
moscas varejeiras (Chrysomya megacephala), a partir das modificacbes em olfatbmetro de
Petterson, buscaram identificar, dentre as diferentes fontes alimentares, qual delas possui maior
influéncia no comportamento das moscas. Os resultados obtidos mostraram que essa ferramenta
cientifica auxilia significativamente na identificacdo das moléculas bioativas, proporcionando
uma maior precisdo nas respostas. Em pesquisa realizada em enderegos de busca especificos,
foram encontrados (03) registros de patentes.

[04] A patentes CN201813741U, intitulada Mult-Am Behavior Determinator, de
forma geral 0o modelo de utilidade, refere-se a um determinador de comportamento de multiplos
bracos, em particular o equipamento observa 0s comportamentos de pequenos animais tais
como insectos, acaros, aranhas e semelhantes. Patente W0O20008117094 intitulada Modified
Olfactometer Petterson, para comparar 0s compostos volateis, esses volateis foram colocados
em camara de frascos. A extremidade exterior de cada braco foi fixada a um filtro e a
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extremidade interior de cada braco foi fixada a uma entrada para a arena do olfatdmetro.

[05] A patente GBO0705765DO intitulada Modified Four-Arm Petterson
Olfactometer, para comparar 0s compostos volateis substituiram os frascos por garrafas, que
eram equipadas com rolhas de borrachas de dois orificios. Essa foi praticamente toda
modificacdo. As referidas patentes buscaram adequar as respostas comportamentais dos insetos.
Diante do exposto constatamos que as referidas patentes, a pesar das modificacdes terem como
base o olfatdmetro de Pertteson(1970), assim como a nossa , observam-se que as modificacfes
foram distintas, na nossa Patente as fontes de odores foram colocadas nas extremidades interna
de cada braco, que sdo acoplados a uma camara de vidro, cujos bracos sdo proporcionalmente
maiores e foram cobertos de cartolina preta impedindo a incidéncia da luz, ja que as varejeiras
sdo atraidas pela luz (Moraes 2003). O nosso olfatbmetro tem forma retangular e
proporcionalmente maiores que os referidos anteriormente, nossa olfatdbmetro, além de permitir
0 movimento das moscas, proporcionam que as moscas 0 voem, viabilizando a busca dos sitios
de oviposicao e alimentacdo. Enquanto o de Petterson tem a necessidade de que o ar interno
seja sugado, 0 nosso tem na parte central um conector de 4,2 cm de didmetro e uma pequena
abertura de 2,0 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro na parte superior para dispersao do ar
para 0 meio ambiente. As modificacGes executadas proporcionaram respostas eficientes para

mosca varejeiras, que possibilitou sanar as lacunas deixadas pelos olfatdmetros referenciados.
4 - Descri¢des da abordagem do problema técnico resolver

[06] Bioensaios € um dos métodos de respostas dos insetos frente a semioquimicos,
que a partir das respostas comportamentais, podem-se identificar moléculas bioativas, e por
meio dessas respostas desenvolver um inseticida eficiente para o controle desses insetos, que
causam sérios danos a multiplas espécies de animais, a0 homem e também ao meio ambiente.
Para avaliar as respostas comportamentais utilizam-se diferentes tipos de olfatdmetro, o em Y,
ou olfatdmetro de Petterson, no entanto a presente metodologia visa resolver lacunas deixadas
por esses diferentes tipos de olfatdmetros. Desta forma essas modificacdes do olfatdmetro de
Petterson proporcionam um método especifico para moscas varejeiras, a partir das avaliagdes
das respostas comportamentais, obedecendo as caracteristicas fisicas e bioldgicas do inseto a
ser estudado. Sabe-se que a referida espécie para localizar sitios de oviposicao e alimentacéo
necessita voar, e a partir desse comportamento pode-se avaliar as repostas olfativas frentes a

diferentes fontes atrativas.
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O método para avaliagdo comportamentais para moscas por meio das alteracfes
executadas permite que as moscas movimente-se e voem sem inducdo da escolha,
proporcionando uma escolha mais assertiva , além de proporcionar o confrontamento de vérios
odores de forma simultaneas, uma vez que é possivel testar até 4 amostras distintas, e ter maior

precisdo quanto a atividade que determinada amostra induz no inseto.

4.1- Descrigdes das figuras

[07] Figura 01 - Modificacdes de Olfatémetro de quatro bracos, desenvolvimento de
metodologia para realizar bioensaios com moscas varejeiras, Chrysomya megacephala. As
Frentes (A) possuem 20 cm de comprimento, 15 cm de altura, 15 cm de largura, em cada frente.
Os Lados (B) possuem 15 cm de comprimento, 15 cm de altura e15 cm de largura, em cada
lado. Os Bracos (C) possuem 10,5 cm de comprimento e 4,3 de didmetro e uma abertura de 2,0
cm de comprimento e 0,5 cm de diametro. (D) se refere aos Conectores, (E) o Teflon e (F) as
Aberturas.

[08] Figura-2 Olfatdbmetro de quatro bragos, utilizado para avaliagdo comportamental
de moscas varejeiras, 0s quatros bragos foram cobertos por cartolina preta, os compostos
volateis das amostras alimentares de camardo, carne, e peixe, foram colocados em cada braco,
avaliando os melhores tempos e atraentes. Cada braco foi etiquetado e avaliado nas seguintes
formas, cores: vermelho — camar&o Oh, carne Oh — azul e Peixe Oh-Verde e em seguida (24h,48h
e 72 horas). (A) apresenta os Bragos cobertos de cartolina preta.

[09] Figura 03 — Percentagem de entradas de moscas fémeas em cada fonte de atracéo
em diferentes tempos.

[10] Figura 04 —Percentagem de entradas de moscas machos em cada fonte de atracéo

em diferentes tempos.

4.2 - Descrigdo da técnica
[11] O olfatdmetro tem forma retangular, a arena é constituida de vidro, as frentes 20

cm de comprimento com 15 cm de altura, 15 cm de largura, os lados 15 cm de comprimentos,
15 cm de altura, 15 cm de largura, a area central conectada com quatro (4) bragos de vidro, com
10,5 cm de comprimento e 4,3 cm de diametro cada, onde na extremidade interna de cada brago
possui um conector de 4,2 cm de didmetro e uma abertura de 2 cm de comprimento, onde sao
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colocadas as fontes de odores (camarao rosa , carne bovina e peixe) as quais foram extraidos
0s compostos volateis pelo processo de aeragéo, e colocadas em pedacos de papel de filtro (2 x
2 cm) impregnado com 10 pL das diferentes amostras e 10 uL. de hexano (controle), em cada
braco ha uma entrada de ar filtrado em carvao ativo, através de um tubo de teflon que é o meio
condutor desses compostos para area central onde se encontra a mosca. A entrada do ar foi
conectada por uma bomba de ar comprimido. A bomba de ar tem como objetivo controlar a
temperatura e a umidade do ar, o qual operou com fluxo continuo de0, 8 L/min. A dispersao do
ar interno era feita a partir de um conector central com 4,2 cm de diametro interno e com uma
abertura de 2 cm de comprimento e de 0,5 cm de didmetro na parte superior do olfatbmetro. As
diferentes amostras foram identificadas por diferentes cores. Assim como, 0s bracos do
olfatbmetro eram cobertos com cartolina preta, para impedir a interferéncia da luz sobre o
comportamento das moscas, pois elas sdo atraidas pela luz (Moraes et. al, 2003). Um inseto foi
utilizado em cada corrida. Utilizou-se para cada analise 20 machos e 20 fémeas. Um macho ou
fémea era introduzido na base do tubo principal do olfatbmetro e seu comportamento foi
observado durante 11 minutos, sendo minutol para adaptacdo ambiental e 10 para avaliacdo
comportamental. ApoGs esse periodo obteve-se a resposta comportamental do inseto,
considerando resposta final quando o inseto escolheu um dos bragos contendo fontes atraentes
ou controle. A cada individuo testado trocava-se a fonte de odor. A cada 4(quatro) minutos era
modificada a posi¢do dos bracos e a cada inseto trocava—se o olfatbmetro por um limpo e

esterilizado em estufa a 150°C.

5 - Resultados obtidos:

[12] A nossa metodologia foi desenvolvida especificamente para moscas varejeiras,
da espécie Chrysomya megacephala, a partir das modificacGes do olfatdbmetro de Petterson,
onde obtivemos resultados excepcionais. As amostras utilizadas (camardo, carne e peixe) 0s
compostos volateis foram extraidos pelo processo de aeracgéo, as extracdes foram feitas a partir
de Oh, depois e em uma sequéncia 24h, 48h e 72h de decomposicdo. Foram realizados 12
bioensaios para observar e avaliar as respostas comportamentais das moscas varejeiras frentes
as diferentes fontes de odores. Para distinguir as diferentes fontes de odores utilizaram-se cores.
Camaréo — Vermelho Carne — azul, Peixe — verde e Controle —Amarelo. Utilizando em cada
avaliacdo 40 insetos (Chrysomya megacephala), sendo 20 machos e 20 fémeas. Os bracos
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foram cobertos por cartolina preta, para impedir a interferéncia da luz nas respostas
comportamentais das moscas. Os bioensaios foram realizados nos periodos de 11h as 17h, por
serem consideradas diurnas e parcialmente inativa a noite. Os resultados estatisticos nos
indicam que as fémeas responderam significativamente frente as diferentes fontes de odores.
Onde se observou que a fonte de odor camardo foi que obteve a melhor resposta entre as
diferentes fontes, no entanto com relagéo a avaliacdo do melhor tempo, 48 horas nos indicou a
melhor resposta. Observou que a metodologia aplicada foi excelente para avaliar as respostas
comportamentais de moscas varejeiras, a partir das modificacfes executadas (Figura -03).

[13] Em relagdo as respostas dos machos os resultados estatisticos nos sugerem que 0s
machos ndo responderam significativamente frente as diferentes fontes de odores, indicando
repeléncia. No entanto com relacdo as respostas da metodologia aplicada houve respostas
excelentes (Figura -04).

[14]. Nesse sentido, 0 nosso método desenvolvido para avaliacdo comportamental de
moscas varejeiras (Chrysomya megacephala) mostrou-se eficiente para avaliacdo de respostas
desses insetos frente a diferentes fontes alimentares. Avaliamos também o custo beneficio do
olfatbmetro para o Laboratdrio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN), o qual mostrou-se
bem acessivel para o laboratério.

6- Vantagens da patente

[15]. As principais vantagens da nossa metodologia em ralacdo a ja existente reside no
fato de que, as modificagfes permitem uma maior exploracdo da arena, proporcionando
respostas comportamentais excepcionais, pois oportunizou o confrontamento simultaneo dos
insetos frente as diferentes fontes de odores. E a partir dessa exposi¢do escolher a fonte de maior
atracdo, além de proporcionar as moscas e\ou insetos, além da movimentacéo, 0 voo, pois para
espécie estudada o voo é um fator de suma importancia, uma vez que, para buscar sitios de
oviposicdo e\ou alimentacao essa espécie necessita voar, e 0 nosso olfatbmetro permite o voo,
pois a area central do nosso olfatbmetro € muito maior, tanto em comprimento como em altura,
possibilitando para os insetos voadores a exploracdo simultanea de varios campos de odores.
Enquanto o olfatbmetro de Petterson é circular o nosso é retangular. Os bragos do nosso
olfatdmetro sdo cobertos por cartolina preta, a fim de evitar a interferéncia da luz na escolha da
mosca, haja vista elas serem atraidas pela luz, no entanto, caso o inseto utilizado ndo tenha
atracdo, pode- se ndo cobrir. O olfatdbmetro de Petterson tem seus bracos acoplados a uma

camara de vidro, no qual se coloca as fontes de odores. No olfatdmetro aqui apresentado 0s
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bracos sdo proporcionalmente maiores e as fontes de odores sdo colocadas na extremidade
interna de cada braco. Enquanto o de Petterson tem a necessidade de que o ar interno seja
sugado, 0 nosso tem na parte central e superior do olfatbmetro um conector de 4,2 cm de
didmetro e uma pequena abertura de 2 cm comprimento e de 0,5 cm de didmetro onde ocorreu

a dispersédo do ar para 0 meio ambiente.
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REIVINDICACOES

1- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIOS COM

MOSCA,

caracterizado por, ser constituido de uma arena de forma retangular com as seguintes
dimensGes: duas frentes de 20 cm de comprimento, 15 cm de largura e 15 cm de altura, e dos
lados 15 cm de comprimentos, 15 cm de altura, 15 cm de largura (Figura 01- A e B) e cada lado
da arena sdo conectadas com quatro bracos de vidro com 10,5 cm de comprimento e 4,3 cm de
diametro cada (Figura 02 - A), onde na extremidade interna de cada braco possui um conector
de 4,2 cm de didmetro, onde sdo colocadas as fontes de atracdo internamente, possui uma
abertura externa de 2,0 cm de comprimento, e de 0,5 cm de diametro (Figura 01- D) que séo
interligados com tubos de teflon, cuja funcéo € a conduc¢éo do ar (Figura 01- E) emitido pela
bomba compressora, esse ar € filtrado em carvao ativo, na parte externa e central do olfatbmetro
possui um conector de 4,2 cm de diametro com um pequeno orificio de 2,0 cm de comprimento
e 0,5 cm de diametro (Figura- 01 -) por onde é realizada a dispersdo do ar para 0 meio ambiente,
devendo definir cores para etiquetar os bracos para identificar as distintas amostras.

2- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCAS, de

acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pela arena ser toda de vidro temperados e
transparentes e seus respectivos lados e frentes.

3- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCAS, de

acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelos bragos de vidros ser transparentes e
temperados com 10,5 cm de comprimento e 4,3 cm de didmetro e coberto de preto.

4- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCAS,

conforme a reivindicagdo 1, caracterizado pelos conectores serem todo de vidros
transparentes e temperados,com uma abertura externa de 2 cm de comprimento 0,5 cm de
didmetro conectados de forma removivel.

o- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCAS,
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conformea

reivindicacdo 1, caracterizado por serem interligados com tubos de teflon.

6- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCA, conforme

reivindicagdes 1 e 5, caracterizado por serem conectados a uma bomba de ar
comprimido e com um tubo de carvao ativado.

7- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCA, conforme
a reivindicacdo 1, caracterizado pelo conector de vidro ser transparente e temperado na parte
central e superior do olfatdmetro conectados de forma removivel.

8- EQUIPAMENTO PARA REALIZAR BIOENSAIO COM MOSCAS, de acordo

com a reivindicacdo 1, caracterizado por deve-se codificar os bracos com etiquetas

adesivas para identificar as diferentes amostras, essas etiquetas dever ser coloridas.
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FIGURA 03
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FIGURA 04
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RESUMO

Olfatdbmetro de Quatro Bragos para moscas Varejeiras

A presente invencdo refere-se a uma nova metodologia adequada para realizar
bioensaios com moscas, especificamente moscas varejeiras (Chrysomya megacephala), a partir
de modificacfes em olfatdmetro de quatro bracos de Petterson (1970). Os resultados obtidos
constataram que as moscas fémeas obtiveram respostas comportamentais significativa frente a
diferentes fontes de odores, onde a amostra de camaréo e o tempo de 48 horas obtive a melhor
resposta. J& as moscas machos, apesar de responder a metodologia ndo respondeu de forma
significativa as diferentes fontes de odores. Diante disto, essa nova metodologia mostra-se
como uma importante ferramenta para avaliar as respostas comportamentais de insetos que

voem, de forma particular moscas varejeiras (Chrysomya megacepala)
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CAPITULO 4: PATENTE: ISCA NATURAL COM ATRATIVIDADE PARA MOSCAS
VAREJEIRAS COM ACAO SEMIOQUIMICA (APNEUMONIOS) EFICAZ NO
MONITORAMENTO E CONTROLE DA POPULAQAO ADULTA DE MOSCAS

VAREJEIRAS, Chrysomya megacephala — (FABRICIUS, 1794) (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE)
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Nacionalidade: Brasileira
Qualificacdo Fisica: Outras ocupacdes ndo especificadas anteriormente

Endereco: Rua Senador Rui Palmeira. 260 m, Edificio Cadore ,
Apto. 903

Cidade: Macei0
Estado: AL
CEP: 57035-250
Pais: BRASIL
Telefone: (82) 999 096832
Fax:
Email: Analice_14@outlook.com.br

Inventor 2 de 13

Nome: ELLEN REBECCA DE OLIVEIRA

CPF: 07725761497
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Nacionalidade: Brasileira
Qualificacdo Fisica: Outras ocupacdes ndo especificadas anteriormente
Endereco: Rua Antenor Carlota da Silva, n® 14
Cidade: Maceio
Estado: AL
CEP: 57073-716
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email: rebek_ta@hotmail.com

Inventor 3 de 13

PETICIONAMENTO Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 19/06/2020
ELETRONICO as 11:17, Peticiio 870200076542

Peticéo 870200076542, de 19/06/2020, pag. 3/31
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Nome: REGINA DA SILVA ACACIO

CPF: 09490041467

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacéo Fisica: Outras ocupacOes ndo especificadas anteriormente

Endereco: Av.Menino Marcelo, 140.Condominio Park Shopping, bl
05,. Apto 608,

Cidade: Macei6

Estado: AL

CEP: 57073-470

Pais: BRASIL

Telefone: (82) 915 64276

Fax:

Email:

Inventor 4 de 13

Nome: THYAGO FERNANDO LISBOA RIBEIRO

CPF: 06355237445

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacéo Fisica: Outras ocupacOes ndo especificadas anteriormente

Endereco: Avenida Poeta Luiz Gonzaga Barroso, n° 450
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Cidade: Maceio

Estado: AL

CEP: 57071-010

Pais: BRASIL

Telefone: (82) 918 79131

Fax:

Email: tflribeiro@gmail.com

Inventor 5 de 13

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 19/06/2020
as 11:17, Petigdo 870200076542

Peticéo 870200076542, de 19/06/2020, pag. 4/31
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Nome: MIGUEL ANGEL MARTINEZ GUTIERREZ
CPF: 71773138421
Nacionalidade: Brasileira
Qualificacdo Fisica: Outras ocupacOes ndo especificadas anteriormente
Endereco: AV.ENG.CORINTHO CAMPELO DA PAZ, 256
Cidade: Macei0
Estado: AL
CEP:
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:

Inventor 6 de 13

Nome: JAKELINE MARIA DOS SANTOS
CPF: 06076828412

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacdo Fisica: Outras ocupacOes ndo especificadas anteriormente
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Endereco: CONJUNTO LUIZ PEDRO 3, RUA CACAUEIRO, 19. B.
BENTES 2

Cidade: Maceio
Estado: AL
CEP: 57085-310
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email: jackbilu@hotmail.com

Inventor 7 de 13

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 19/06/2020
as 11:17, Peticdo 870200076542
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Nome: VIVIANE ARAUJO DALBON

CPF: 08901612755
Nacionalidade: Brasileira
Qualificacdo Fisica: Outras ocupacdes ndo especificadas anteriormente
Endereco: Rua Senador Rui Palmera, 150, apart.: 102

Cidade: Maceio

Estado: AL
CEP: 57035-250
Pais: BRASIL

Telefone: (82) 982 159811
Fax:

Email: vida-molina@hotmail.com
Inventor 8 de 13
Nome: HENRIQUE FONSECA GOULART

CPF: 03797757433

Nacionalidade: Brasileira
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Qualificacdo Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Rua Sandoval Arroxela 58 apto 903
Cidade: Macei0
Estado: AL
CEP: 57036-000
Pais: BRASIL
Telefone: (82) 999 828097
Fax:

Email: fonsecagoulart@gmail.com

Inventor 9 de 13

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em
19/06/2020 as 11:17, Peticdo 870200076542
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Nome: ANTONIO EUZEBIO GOULART SANTANA

CPF: 11867760649

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacdo Fisica: Professor do ensino superior

Endereco: Rua Sandoval Arroxela 58 apto 903

Cidade: Macei6

Estado: AL

CEP: 57035-380

Pais: BRASIL

Telefone: (82) 988 506526

Fax:

Email: aegs@ceca.ufal.br

Inventor 10 de 13

Nome: JOSE GOMES CHAVES

CPF: 13989570463

Nacionalidade: Brasileira
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Qualificacdo Fisica: Professor do ensino superior

Endereco: Av.Rua Senador Rui Palmeira , 260, apto. 903, edificio
:Cadore

Cidade: Maceio

Estado: AL

CEP: 57035-250

Pais: BRASIL

Telefone: (82) 996 444029

Fax:

Email: jgomeschaves@hotmail.com

Inventor 11 de 13

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 19/06/2020
as 11:17, Peticdo 870200076542
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Nome: GUILHERME BENJAMIN BRANDAO PITTA

CPF: 34764186420
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Rua Desportista Humberto, Edf. Barroca Ponta Verde

Cidade: Maceio

Estado: AL
CEP: 57035-030
Pais: BRASIL

Telefone: (82) 999 812037
Fax:

Email:
Inventor 12 de 13
Nome: JANINE RAPHAEL GOMES FELIX

CPF: 04810712451

Nacionalidade: Brasileira
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Qualificacéo Fisica: Outras ocupacOes ndo especificadas anteriormente
Endereco: Av. Guararapes ,39, Jardim atlantico
Cidade: Olinda
Estado: PE
CEP: 53040-160
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email: janinefelix.arg@gmail.com

Inventor 13 de 13

PETICIONAMENTO
ELETRONICO Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 19/06/2020
as 11:17, Petigdo 870200076542

Peticéo 870200076542, de 19/06/2020, pag. 8/31
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Nome: MARIA CLLARA FERREIRA BATISTA DOS SANTOS

CPF: 07248529486

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacdo Fisica: Outras ocupacOes ndo especificadas anteriormente

Endereco: Coronel Adauto Gomes Barbosa, n°700, Residencial Jatiuca Il

Cidade: Macei6

Estado: AL

CEP: 57025-263

Pais: BRASIL

Telefone: (82) 996 392669

Fax:
Email:
Documentos anexados
Tipo Anexo Nome

Comprovante de pagamento de GRU
200

Relatério Descritivo

Reivindicacgao

Desenho

Resumo

Acesso ao Patrimoénio Genético

comprovante.pdf
Relatorio descritivo.pdf

REIVINDICACOES (Correta) Enviar
pdf

desenhos.pdf

resumo Analice - Rodrigo corrigido
QUE.pdf
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M

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de
invencdo ndo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio
Geneético Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaracao de veracidade

Declaro, sob as penas da lei, que todas as informacGes acima prestadas séo completas e
V] verdadeiras.

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Esta solicitacéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 19/06/2020
as 11:17, Peticdo 870200076542
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1/15

Relatorio Descritivo da Patente de Invencio para “Isca natural com atratividade
para moscas varejeiras com acdo semioquimica (apneumonios) eficazes no
monitoramento e controle da populacdo adulta de moscas varejeiras, Chrysomya
megacephala — (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae).

[1] A presente invencdo refere-se a uma isca natural atraente para moscas varejeiras C.
megacephala obtidaa partir de fonte alimentar camardo em estagio de decomposicao 48h, os
compostos volateis presentes no extrato de camardo 48h contem os seguintes compostos fenol,

2- nonanona e dissulfeto de metila.

[2] A mosca varejeira, C. megacephala, pertencente a familia (Diptera: Calliphoridae)
responsavel por causar miiase secundaria a diversas espécies de animais e ao ser
humano, a principal forma de controle € a partir de inseticidas quimicos, que
provocam sérios danos ao homem, animal e meio ambiente (BARBOSA et al. 2014;
CARRICO et al. 2014).

[3] A nossa isca atraente se trata de semioquimicos, caracterizado como um sinal
quimico, o qual pode ser volatil ou ndo volétil, que permite a comunicacdo entre 0s
organismos vivos. Os insetos entre 0s organismos vivos formam o grupo de animais onde
a comunicacdo quimica é de suma importancia para que eles sobrevivam e garantam a
preservacdo da espécie. Os insetos usam essa comunicagdo quimica para encontrar
parceiros para o acasalamento, localizar sitios de alimentacdo e oviposicdo, plantas
hospedeiras e identificar situagOes de perigo (DELLA-LUCIA, 2001; WYATT, 2014,
LIMA; BLANDE, 2017).

[4] Esse atraente natural entre os semioquimicos - aleloquimico é referenciado como
apneumonios que sdo volateis emitidos durante o estagio de decomposi¢cdo de matéria
orgénica que oportunizam as moscas-varejeiras encontrar sitios para a alimentacéo,

oviposicao e parceiro sexual (SMITH,1986).
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[5] A nossa isca com atratividade para moscas C. megacephala apresenta-se como
uma forte candidata em oposi¢do ao uso de agrotoxicos em razdo das suas vantagens
entre as quais citam -se: sdo biodegradaveis, reducdo dos danos para salde e meio
ambiente, acdo restrita a praga alvo e ndo provoca resisténcia nos insetos.

[6] Os resultados comportamentais das moscas varejeiras C. megacephala frente as
diferentes fontes alimentares carne bovina, peixe e camardo em diferentes estagios de
decomposicdo (0, 24, 48 e 72 h) foram avaliados a partir dos bioensaios comportamentais
em olfatdmetros de quatro bracos (INPI, n°: BR1020190045663). Os resultados obtidos
mostraram que as fontes alimentares exercem influéncias comportamentais sobre as
moscas fémeas C.megacephala e para os machos ndo foram estatisticamente
significativos. (Figura 1 e 2). O estagio de decomposicdo 48 h obteve a melhor
atratividade (Tabela 1).

[7]  Tabela 1- Média e desvio padrdo do tempo de permanéncia (segundos) de C.
megacephala conforme as amostras em intervalo de diferentes estagios de decomposicao
(0,24,48 e 72 h)

Amostra\Tempo Oh 24h 48h 72h
Controle 12,35+7,15d 10,80+7,88¢ 2,90+2,85¢c 94,30+29a
Peixe 62,20+34,13c  56,45%30,94b 27,00+18,69b  81,00+37,89a
Carne 104,90+42,05b  80,05+37,39b 34,65+19,04b  101,00+41,55a
Camarao 177,40+50,82a 219,35+50,82a 322,00+54,70a  38,75+21,73b

[8] Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo

método de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

[9] Por bioensaios comportamentais em Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector
Eletroantenografico (CG-EAG) revelaram que trés compostos presentes no extrato de
camardo 48 h elicitaram despolarizacdo nas antenas de fémeas de C. megacephala,
indicando que estes compostos possuem receptores especificos nas antenas de fémeas
(Figura-3) os trés compostos bioativos, nesses observou-se que o0 composto 3
(TR=11,281 min) é o componente majoritario, ao passo que o composto 1 (TR=5,5
min) apresenta proporcao intermedidria e 0 composto 2 (TR=10,434 min) é 0 menos

abundante dos trés compostos.
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[10] Seis compostos foram identificados nas analises por Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizacdo de Chamas e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) dos extratos de aeracdo de camardo no estagio de decomposicéo (48
h)(Figura — 4) As caracterizacdes destes compostos foram baseadas em comparacdes e
avaliacOes de seus espectros de massas com aqueles disponiveis nas bibliotecas do CG-
EM e com os bancos de dados da web [The pherobase (EL-SAYED, 2020) e NIST —
National Institute of Standards and Technology] (Figuras — 5, 6 e 7). As substancias
identificadas pertencem as seguintes classes de compostos: alcool, composto sulfurado,
cetonas e amina. Dentre os seis compostos identificados, os trés constituintes que
eliciaram despolarizacdo nas antenas de fémeas foram identificados como sendo fenol, 2-
nonanona e disulfeto de metila. Os demais compostos ndo desencadearam respostas

antenais em fémeas.

[11] A avalicdo e comparacao do espectro de massas do fenol (composto 1, Figura 5a)
é caracterizado por um pico do ion molecular de massa 94, o qual também € o fragmento
mais abundante do espectro, sendo caracterizado como o pico basico. O fragmento de
massa m/z 66 corresponde a um fragmento idnico, derivado da decomposic¢do do ion
molecular, pela perda de 28 unidades de massas, correspondente a perda de uma molécula
de eteno. A analise comparativa do espectro de massas do composto 1 com o disponivel
na biblioteca do CG-EM revelou um percentual de similaridade acima de 90% entre 0s
dois espectros, como pode ser observado na figura 5b.

No espectro de massas da 2-nonanona (composto 6, figura 6A), caracteriza-se pela
presenca de um fragmento de massa 142 correspondentes ao ion molecular e um fragmento
de massa m/z 58, que é o ion mais abundante do espectro, o qual é derivado do ion
molecular pela perda de 84 unidades de massa, através de rearranjo de McLafferty para
cetonas. Comparando-se o espectro do composto 2 com 0 espectro da 2-nonanona
disponivel na biblioteca

do CG-EM (Figura 6B), observa-se que a similaridade entre eles é superior a 90%.

[13] Uma andlise comparativa entre o espectro de massas do composto 3 com 0
espectro do dissulfeto de metila, disponivel na biblioteca do instrumento, demonstra que

a similaridade entre ambos é superior a 90%, como pode ser visto na Figura.7

[14] Durante os testes experimentais capturou-se um total de 324(trezentos e vinte
quatro) espécimes, das quais 219 (duzentos e oito) foram identificadas com C.
megacephala, conforme as chaves propostas por Grella et al. (2015). As 105(cento e
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cinco) moscas restantes foram apenas contabilizadas. Do total de moscas capturadas

94,5% aproximadamente eram fémeas e 5,5 % machos.

[15] Observou-se ainda que tanto as armadilhas iscadas de extrato de camardo (48h)
como por solucdes dos padrdes sintéticos nas concentraces de 50 e 100 ppm testadas

foram eficazes na atratividade e captura de C. megacephala (Figura -8).

[16] Essa isca atraente exerce influéncia comportamental para a espécie Chrysomya
megacephala, que é considerada uma praga responsavel por provocar grandes perdas
econdmicas ao setor agropecudrio, em sua fase larval causa miiase secundaria em diversas

espécies de animais, principalmente,

“bovinos”. Na fase adulta ¢ inseto vetor de vérios patdgenos. Ao causar miiase
secundaria, consequentemente ocasiona estresse nos animais, perda de peso, danos na

qualidade do couro, reducgéo na producéo de leite e carne.

[17] Em razéo das perdas econdmicas causados pelos ectoparasitas deve-se controlar a
populacdo excessiva de C. megacephala que é referenciada como fator limitante da
producdo de carne e leite, 0s quais provocam sérios danos aos animais e
consequentemente grandes prejuizos econdmicos para o setor agropecuario. O aumento
da produtividade esta correlacionado com o manejo sanitério eficiente, resultando em

reducdo dos custos, além do aumento na
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produtividade, garantindo a producdo de alimentos saudaveis sem residuos nocivos a
salde.

[018] A referida isca, extrato natural de camardo 48 h, comprovou ter efetiva atratividade
tanto para os testes laboratorio como no campo, podendo ser utilizado monitoramento,

controle e associada nas estratégias do MIP, com aplicacdo em meio urbano e rural.

PROBLEMAS QUE A INVENCAO SE PROPOE A RESOLVER

[19] O principal método de controle da referida espécie na atual conjuntura baseia-se
no método quimico a partir de peritroides (deltrametrina e permetrina), e 0s
organofosforados, cujo uso sem cumprimento da Normas de aplicabilidade acarreta em
sérios danos ambientais e problemas de salde para os seres humanos (CALDAS e
SOUZA, 2000; LAABS et al., 2002; GRUTZMACHER et al., 2008).

[20] A presente invencdo se propde a resolver os problemas enfrentados pela saude
publica, meio ambiente, e o setor agropecuario, principalmente os pequenos criadores de
multipla espécie, em especial “os bovinos”. Ocasionados por doencas (miiase)

provocadas por larvas de mosca varejeira, C. megacephala.

CAMPOS DE ATUACAO

[21] A presente invencdo refere-se a uma isca natural extraida da fonte alimentar
camardo 48 h, que serd utilizada como iscas em armadilhas no monitoramento e controle
da populagdo adulta de inseto-praga C. megacephala, atuard nas seguintes areas:
Zootecnia, Medicina veterinaria, Agroecologia e no setor agropecuario. Essa isca
constitui um método efetivo para 0 monitoramento e controle da espécie adulta C.
megacephala, associado ao Manejo Integrado de Pragas (MIP), o controle
comportamental utilizando aleloquimicos, pode ser associado a outros métodos ja em uso
consolidados no controle de C. megacephala e aplicacdo nédo somente no Brasil, como

em todas as fazendas de multiplas espécies no mundo com a incidéncia da referida inseto-

praga.

[22] Os semioquimicos tém sido referenciados como um excelente método alternativo
para ser utilizado na estratégia de controle de inseto-praga. Entre as principais vantagens

destacam -se: ecologicamente sustentavel, com espectro restrito de alcance a uma
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determinada praga, proporcionando a mitigacdo ou ndo uso de inseticida, contribuindo de
maneira inquestionavel no aumento da producao e produtividade do setor agropecuaria,

assim como na reducdo e \ou eliminacdo dos residuos de agrotoxicos nos alimentos.

ESTADO DA TECNICA

[23] A mosca, Chrysomya megacephala, (Fabriciu 1794) pertence a ordem — Dipteras,
familia Calliphoridae, género Chrysomya, € popularmente conhecida como mosca
varejeira, essa mosca possui um alto grau sinantrépico, na fase adulta pode habitar
residéncias, tem preferéncia para alimentar e\ou ovipositar em frutas, excremento
humano, matéria organico em decomposicéo, devido o habito alimentar é referenciada
como inseto vetor de varios patégenos, tais como: Toxoplasma Gondii, e muitas bactérias,

além de ovos de vermes helmintos parasitas.

[24] Na fase de larval pode provocar miiase secundaria em diversas espécies de
animais e ao ser humano. Tem importancia para a ciéncia forense, a partir do estagio que
se encontrar (ovo, larvas, pupas e adultos) é possivel determinar o intervalo minimo de
morte (MPMI) (Tomberlin et. al. 2011).

[25] O mercado de agrotoxico em todo o mundo encontra-se em expansao,
principalmente no Brasil, que se encontra entre 0s maiores consumidores de agrotoxicos
do mundo (Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura) (FAO). Atualmente os paises
sdo submetidos aos inseticidas quimicos tradicionais, especificamente por sprays de
amplo espectro de piretroides e organofosforados.

[26] Apesar de outros métodos de controles como: 0 uso de extratos vegetais

e controle bioldgicos serem citados com promissores, no entanto, necessitam ainda de

mais estudos, principalmente nas consequéncias do uso continuo no solo.

[27] J& os semioquimicos sdo referenciados como promissores, através de uma
composicdo natural em interacdo com individuos que transmitem informagfes e uma
determinada resposta comportamental ou fisioldgica, que pode ter resultado benéfico ou
ndo (TRIGO et al. 2000).

[028] Entre os semioquimicos referenciam-se os aleloquimicos que séo classificados
conforme a vantagem de determinado organismo sobre o outro (ZABIN, 2009). Quando
a vantagem é conferida ao organismo emissor, 0 quimico é denominado aloménio

(REED, 1998), se a vantagem é constatada ao receptor € conceituado como cariomonios
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(OLDHAM; BOLAND, 1996), quando confere vantagem para ambos, é chamado de
sinomonios (NORDLUND; LEWIS, 1976).

[29] Em nossa isca contém compostos volateis extraido pelo o processo de aeracao, de
fonte alimentar de camardo, apds 48 h exposto em ambiente atmosférico, sendo
referenciados como aleloquimicos, especificamente os presentes na relacdo ente mosca

varejeira e camardo 48 h séo definidos como

“apneumonios”, os quais formam interag0es entre organismos que sdo atraidos por sinais
que os beneficiam a partir de uma matéria ndo viva, porém, os sinais sdo maléficos para
outros organismos, de outras espécies que possam se encontrar correlacionados com
matérias nao vivas (NORDLUND; LEWIS, 1976).

[30] Em busca utilizando as bases WIPO, Patent Inspiration, LATIPAT e Spacenet,

duas patentes foram localizadas com busca pelo termo “semioquimicos” and blowflies.

[31] A patente com classificagio W0O2016077492A no IPC, sdo Composigdes e
métodos para atrair mosquitos e repelir flebotomineos. Composicdes e métodos para
afetar parasitas hematdfagos dipteranos. As composicBes contém pelo menos um
semiquimico de dipterano e pelo menos um fagostimulante. As composi¢des podem ainda
incluir um pesticida. O semioquimico pode ser um atrativo floral e os fagostimulantes
podem ser a base de agucar. As composi¢cdes podem ser (teis para atrair mosquitos e / ou
repelir moscas de areia. Este semioquimicos sua formulacéo pode ser empregada em uma
ampla gama de

meios, incluindo uma atragdo monolitica e adesiva impregnado de atrativo a ser
implantado nas armadilhas de monitoramento e uma formulagdo liquida que pode ser
misturada com inseticida para criar um produto de atragdo e morte passivel de aplicacdo

por pulverizagéo.

[32] A patente com classificacdo US10230593A no IPC: Referencia-se a utilizagéo de
composicdes baseadas de cetona, alcool e Schiff para repelir artropodes e aparelhos de
alimentacdo de sangue para determinar a repeléncia e atrac¢do de semioquimicos contra
e para os artropodes hematdfagos. Essa invencdo € composta de cetona,
KOAVONE.RTM., O alcool, KOAVOL DH.RTM. e a base schiff, LYRAME.RTM para
repelir artropodes de alimentagé@o de sangue, espécies de mosquitos, moscas domésticas
e mosquitos, bem como aparelhos para determinar repeléncia e atracdao de semioquimicos,
145



como o alcool cetonico e base schiff acima mencionados contra e para esses artropodes

de alimentacdo de sangue.

[33] As cetonas e os alcoois sdo conhecidos por repelir insetos e a técnica anterior
contém muitas referéncias referentes aos mesmos. Assim, a utilizagdo de 1-nonen-3-ol
como repelente é divulgada na Pat. 4.759.228, emitida em 26 de julho de 1988, como
repelente de moscas domésticas (Musca doméstica L. (Diptera muscidae)). Outras
cetonas e um alcool séo revelados na repeléncia de mosquitos (Aedes aegypti), bem como
de moscas domésticas (Musca doméstica L. (Diptera muscidae)), em pedido de Patente
de Letras dos EUA, Ser. 589.016 depositada em 27 de setembro de 1990.

146



DESCRICAO DA TECNICA

[34] A area experimental utilizada para as coletas dos insetos adultos de C.
megacephala, Universidade Federal de Alagoas, (Latitude: 09°28°29.1” S, Longitude:
035° 49'43,6. W ") e no Nucleo de Producdo e Melhoramento Animal, localizado Centro
de Ciéncias Agrarias (CECA- UFAL), municipio de Rio Largo. Os insetos foram
transportados para o Laboratério Central de Alagoas (LACEN) para contagem e
identificacao.

[35] Para a extracdo dos compostos volateis em diferentes periodos de decomposicéao
definiu-se a seguinte escala de tempo: Oh, para o material fresco, seguida de 24, 48 e 72h

como estégios do processo de decomposi¢do da matéria organica animal.

[36] Segundo Campobasso et al. (2001) os fendmenos de transformacéo e destruicéo
constituem o processo de decomposicgéo, o qual se caracteriza pela degradacao dos tecidos
por bactérias organicas aerobias presentes no meio ambiente e anaerdbicas presentes na

matéria organica.

As extragdes dos COVs foram realizadas pelo uso da técnica de aeracéo

[37] Paratanto, 100 g da fonte alimentar foi depositado no interior de cdmeras de vidro
com 16 cm de altura e 26 cm de largura, uma por sistema, totalizando trés repeti¢6es por
tratamento e um tratamento-controle hexano bidestilado (grau HPLC, Sigma-Aldrich.).
As extracdes foram realizadas por um periodo de 2 h a partir do intervalo (0 h) e

posteriormente a cada 24 h, durante trés dias consecutivos.

[38] Previamente, antes do inicio do processo de aeracdo, as cameras de vidro foram
lavadas com é&gua e sabdo e secadas em temperatura ambiente. A superficie interna das
cameras foi limpa com hexano bidestilado (grau HPLC, Sigma-Aldrich) e esterilizadas
em estufa & 100°C, por um periodo de 2 horas. Todas as conexdes do sistema de aeracao
foram confeccionadas com tubos flexiveis de politetrafluoroetileno (PTFE), criando um

sistema de pressao positiva, conforme descrito por Moraes et al., (2005).

No sistema de aeracdo, o ar fornecido por uma bomba compressora com fluxo de ar de
0,6 L/min, previamente purificado pela passagem em um filtro de cartdo ativado, entrava
nas cameras, misturando-se com os compostos volateis liberados pelas fontes alimentares
e na saida das cameras passava por um tubo de vidro contendo o polimero adsorvente

Porapak Q (0,06 g), onde os COVs eram adsorvidos na superficie do biopolimero e
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dissolvidos pela passagem de 500 pL hexano bidestilado pelo tubo contendo o
adsorvente. Os extratos obtidos foram colocados em vials (vidro de borosilicato, 2 mL) e
armazenados em freezer a -20 °C até serem usados nas andlises quimicas e nos
bioensaios comportamentais.

Bioensaios comportamentais em olfatometro de quatro bragos

[40] A resposta comportamental de adultos de C. megacephala para os compostos
volateis presentes em fontes alimentares (carne bovin, peixe sardinha e camardo rosa)
em quatro estagios de decomposicdo (0, 24, 48 e 72 h) foi avaliada em bioensaios
comportamentais usando um ‘olfatdmetro de quatro bragos, descrito na patente
depositada junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI, n°:
BR1020190045663). Este modelo de olfatbmetro de quatros vias € uma adaptacdo do
olfatdbmetro descrito por Petterson (1970), o qual inventou um olfatdmetro de quatro vias

para testes envolvendo o pulgédo, Schizaphis borealis (Hemiptera —Aphididae).

Bioensaios por Eletroantenografia

[041] para realizacdo dos bioensaios em eletroantenografia GC-EAG as antenas das
moscas fémeas C. megacephala foram testadas utilizando extrato de camardo 48 h e a
solucdo dos padrbes sintéticos identificados como atrativos para mosca fémeas C.
megacephala disponiveis no LPgRN. Para realizacdo dos bioensaios 0s exemplares das
moscas foram anestesiados em baixa temperatura (-10°C) por um minuto, em seguida,
com o uso de tesoura entomoldgica, a antena foi removida e fixada no eletrodo de prata
do sistema EAG, o apice da antena colocado no eletrodo de trabalho e a base da mesma
fixada no eletrodo de referéncia). Um gel condutor de eletricidade (Sigma Gel; Parker
Laboratories, Inc., Fairfield, NJ) foi utilizado para cobrir as extremidades da antena no

eletrodo.

[42] Uma aliquota de 2ulL dos extratos obtidos na aeragdo ¢ a mistura dos padrdes
sintéticos foram injetadas em um cromatdgrafo a gas acoplado ao detector por ionizacdo
de chamas (DIC) modelo Shimadzu QP-2010, operado no modo “split”, contendo coluna
capilar RTX-5 (30m x 0,25mm x 0,25 um) (RESTEK Chromatografhy Products), onde o
efluente da coluna foi dividido em duas partes: uma parte foi direcionada para o detector
DIC e a outra para a antena do inseto. As condi¢des de analises foram as seguintes: o
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Cromatografo Gasoso operou no modo split”, (com divisdo da amostra). As zonas de
aquecimento do instrumento foram programadas para operar nas seguintes temperaturas:
injetor: 280 °C, detector (DIC:) e forno: temperatura inicial de 50 °C, a qual foi mantida
por 5 minutos, com velocidade de aquecimento de 8°C/min até atingir 250 °C aumentando
10°C por minuto até atingir a temperatura final de 280°C. Nitrogénio foi usado como gas

de arraste com fluxo de 1L/min,

[43] Os sinais obtidos foram registrados pela passagem em um amplificador de alta
impedancia (IDAC4, Syntech 2004, Hilversum, The Netherlands). As saidas do
amplificador de EAG e do DIC foram monitoradas simultaneamente e analisados usando
0 pacote de software Autopike, Syntech (2008). Os picos resultantes das analises no GC
foram considerados ativos quando apresentaram atividade no EAG em duas ou mais
corridas. Apenas as amostras que apresentaram atratividade nos bioensaios

comportamentais foram analisadas por CG-EAG.

Analises quimicas para identificacdo dos compostos (CG-DIC e CG -EM)

[44] As amostras obtidas foram analisadas por cromatografia gasosa acoplado a
detector por ionizacdo em chama (CG-DIC) e por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Para realizacdo das analises cromatograficas, os
extratos obtidos nas aeracdes foram retirados do freeze e mantidos em temperatura
ambiente por um periodo de aproximadamente 5 minutos. Em seguida, uma aliquota de
1 uL de cada extrato foi introduzida no cromatografo gasoso acoplado ao detector por
ionizacdo de chamas (DIC), modelo Shimadzu QP-2010 2 com uma coluna Nist-05 (5%

Fenil, 95% Dimetilpolisiloxano) com (30 md. 0,25 mm).

[45] As condicOes de andlises empregadas no GC-DIC e no CG-EM foram as mesmas
descritas no item [043], exceto pela coluna Nist-01 (100% Dimetilpolisiloxano) com (30
md. 0,25 mm). Pelo gas de arraste que, nas analises por CG-DIC utilizou-se o nitrogénio
e nas analises por CG-EM (modelo

QP 2010 Ultra Os espectros de massa foram obtidos com o CG-EM operando no modo
de ionizacdo por impacto de elétronsa 70 e V.

[46] Os compostos volateis presentes nas amostras analisadas foram identificados da
seguinte forma: analise de fragmentagdo de cada composto, comparacao de espectro de
massa de cada composto presente na amostra com aqueles compilados nas bibliotecas de

referéncia(NIST 08s; NIST 27; NIST 147; e WILEY 229), comparagdo do indice de
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retencdo calculado (indice de Retencdo Linear) com aqueles disponiveis na literatura e
em bancos de dados especificos (<pherobase.com> e em <pubchem.ncbi.nlm.nih.gov>),
empregando o indice de similaridade e, quando disponivel mediante coinje¢do de padrdes

sintéticos.

[47] Os compostos volateis presentes no extrato de camardo no estagio de
decomposicdo (48 h), foram quantificados pelo uso do método de normalizagdo de areas,
empregando tetradecano (C14) como padrdo interno. As percentagens relativas destes
compostos foram determinadas com base na metodologia descrita por Geerliet et al.
(1997), na qual a divisdo da area correspondente a cada pico no cromatograma dividida
pela area total de todos os picos dos compostos identificados na amostra corresponde a

contribuicdo de cada composto na mistura.

[48] Para confirmar a identidade dos compostos, presentes no extrato de camaréo no
estagio de decomposicdo de (48 h), foram preparadas solu¢Ges dos padrdes analiticos
comerciais (Sigma-Aldrich®, Brasil). As solucdes destes padrdes, em hexano bidestilado
(grau HPLC, Vetec ®) foram preparadas na concentracdo de 1000 ppm, a qual foi
considerada como solugdo estoque. A partir desta solucdo foram obtidas outras solucGes
com as concentracOes desejadas para a realizagéo dos testes.

Anélises Estatisticas
[49] Os dados da resposta de machos e fémeas para os diferentes tratamentos em

olfatbmetro foram analisados utilizando-se o teste Qui-quadrado através do Software
Genes (CRUZ, 2013).
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[50] Os testes de campo foram realizados no Nucleo de Producdo e Melhoramento
Animal, localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), Rio-Largo — AL. A area experimental escolhida possui 5.000 m2 (100
x 50 m) e desta &rea foram subtraidos 10 m lineares como bordaduras para os quatro lados
(10 m a area limite). A area experimental escolhida apresenta as seguintes coordenadas
geograficas 9°28°29, 1 S e 35.49°43, 6” e as seguintes variaveis climaticas: temperatura
variando entre 29 a 31 °C e umidade relativa do ar variando entre 58% a 60%. O

experimento foi conduzido durante o periodo de 11 a 27 de novembro de 2019.

[51] Os septos de borracha impregnados com doses de aproximadamente 3 pL
(KOVALESKII et al. 2003) foram utilizados liberadores dos apneumdnios. Estes septos
foram impregnados com as diferentes amostras — isca natural de extrato de camardo (48
h) — Solucdo sintética que continha fenol, 2-nonanona e dissulfeto de metila nas
concentragdes de 50ppm e 100 ppm — Tratamento testemunha hexano.

[52] O experimento foi conduzido em delineamento aleatério, com 4 tratamentos e 5
repeticBes (cada area foi considerada uma repeticdo). Os tratamentos testados foram os
seguintes: tratamento 1: controle testemunha (hexano); tratamento 2: extrato de camarao
48 h; tratamento 3: solucdo dos padrbes sintéticos na concentracdo de 50 ppm) e
tratamento 4: solugdo dos padrdes sintéticos na concentragdo de 100 ppm). As armadilhas
utilizadas nesses testes consistem em depositos de plasticos transparentes com capacidade

de 3L, nas quais foram colocados pisos adesivos e, em cada septo

de borracha foi adicionado um tratamento. As iscas contendo os tratamentos foram
colocadas nos pisos das armadilhas e afixadas a 5m do solo e com distancia aproximada
de 20 m entre cada tratamento com distribuigdo ao acaso, seguindo as recomendagdes
descritas por (ORTH et. al. 1986).

[53] A cada 3 (trés) dias 3 pl (trés) das solugdes dos padrdes sintéticos nas
concentragdes de 50 e 100 ppm e da amostra de extrato de camardo 48 h eram

acrescentados nos septos de borrachas que se encontravam fixados dentro das
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armadilhas. O controle testemunha (hexano) era adicionado diariamente, em razdo da
sua alta volatilidade.

[54] As avaliagOes foram realizadas diariamente, no periodo de 16:30 as 17h, sendo
efetuada a contagem dos insetos no término de cada dia de experimento. Em seguida, as
moscas eram acondicionadas em tubos de ensaios e congeladas para posterior
identificacdo no Laboratorio Central de Salde de Alagoas (LACEN). Apos cada
avaliagéo as armadilhas eram rotacionada.

[55] Os dados da atratividade do extrato de camardo 48 h e a solugdo dos padrbes
sinteticos nas concentracdes de (50 e 100 ppm)para moscas C. megacephala no teste de
campo foram tabulados e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e analisados
utilizando-se teste de Tukey, e o programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2016)

com intervalo de confianca de 95%.

VANTAGENS DA PATENTE

[56] A nossa Isca atrativa para  mosca varejeiras, C. megacephala, é

proveniente de fonte natural de camardo em estdgio de decomposicdo 48 h, sendo
referenciada como semioquimicos apresentando indmeras vantagens ao comparar com
inseticida quimico, entre as quais citam-se: biodegradaveis, reducdo dos impactos

ambientais, ndo desenvolvem resisténcias nos insetos, espectro restrito de atuacao.

[57] A Isca natural (extrato de camardo 48 h) é referenciada como aleloquimicos
(apneuménios) utilizada com eficiéncia para monitoramento e controle de C.

megacephala, além das inUmeras vantagens ¢é de facil aquisicéo e preco acessivel.

[58] Outra vantagem é a durabilidade da atividade biologica do produto no campo,
diminuindo os custos com aplicagdes sucessivas e mao de obra. O uso do atraente natural
(extrato de camar&o 48 h) como isca em armadilhas captura uma percentagem elevada da

mosca alvo, acarretando no decréscimo da geracao seguinte de C. megacephala.

[59] Reducdo de problema de saude, minimizagdo da contaminagédo do produtor rural e
consumidor final, alimentos saudaveis e reducdo dos impactos ambientais estdo entre as

principais vantagens.
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DESCRICAO DAS FIGURAS

[60] Figura 01. Média percentual de atratividade de moscas fémeas de C. megacephala
frente aos compostos volateis extraidos de diferentes fontes -
carne bovina, peixe sardinha e camaréo rosa em condigdes de olfatbmetros de quatro

bragos. A partir da anélise estatistica Qui- quadrado.

[61] Figura 02. Média percentual de atratividade de moscas Machos de C. megacephala
frente aos compostos volateis extraidos de diferentes fontes - carne bovina, peixe,
camardo em condicOes de olfatbmetros de quatro bragcos. A partir da analise estatistica

Qui- quadrado.

[62] Figura 03. As antenas das fémeas C. megacephala apresentaram respostas

eletroantenografica para trés picos presentes no extrato de camaréo 48h.

[63] Figura 04. Cromatograma representativo dos compostos volateis coletados de
extrato de camaréo 48h.

[64] Figuras 05 (A e B) espectros de massas do fenol composto 1

[65] Figuras -06 (A e B) espectros de massas do 2- nonanona composto 2

[66]Figuras - 07 (A e B) espectros de massas do Dissulfeto de metila composto

[67] Figura — 08 Numero total de moscas adultas de C. megacephala coletadas no
periodo de 11 a 27 de novembro de 2019, amostradas nos tratamentos controle, extrato
de camardo 48 h e solucdo terciaria dos padros sinteticos testados nas concentracdes (50
e 100 ppm). Na area expeimental ndcleo de produgdo e melhoramento animal,
localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA).

[68] Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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REIVINDICACOES

1- Formulacédo de uma isca semioquimicos (apneumonios), eficaz no controle de

moscas varejeiras, Chrysomya megacepala, (Diptera:Caliphoridae) caracterizado pela

constitui¢do: Fenol, 2-nonanona, dissulfeto de metila , que pelo menos, 3.

2- Isca, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que os referidos
apneumonios provém de extrato de camardo 48 (exposto a um ambiente atmosférico por

um periodo de 48 horas).

3- Isca de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizada por compreender pelo menos trés
dos apneumonios (Fenol, 2- nonanona e dissulfeto de metila) possuem atividade de

atracdo sobre o inseto- praga C.megacephala

4. Isca, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores 2 ou 3 caracterizada
pelo fato de que os apneumonios do extrato de camardo 48, exposto em ambiente
atmosférico por um periodo de 48 horas.

5. Isca de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizada por um aleloquimico e cada um

dos apneum®onios estardo presentes na isca no mesmo distribuidor

6. A Isca caracterizada por compreender em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5

anteriores.

7. A lIsca, de acordo com a reivindicacdo 6 caracterizada por um uso combinado dos
aleloquimicos, com pelo menos trés compostos, fenol, 2 nonanona, dissulfeto de metila,
apneumonios que atraem a referida espécie, proporcionando 0 monitoramento e controle

de C. megacephala.
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Figura - 03
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RESUMO

Isca natural com atratividade para moscas varejeiras com acdo semioquimica
(apneumaonios) eficazes no monitoramento e controle da populacéo adulta de moscas

varejeiras, Chrysomya megacephala — Fabricius, 1794 (Diptera: Calliphoridae)

A presente invencdo faz referéncia a um atraente natural extraido da fonte

alimentar camardo em estagio de decomposicdo 48 h eficiente no monitoramento e
controle da populacdo adulta de C. megacephala, praga causadora de doenca provocada
por larvas de moscas (miiase) acometem varias espécies de animais, impactando
significativamente na econdmica, devido a presenca desses insetos estarem diretamente
correlacionados com o decréscimo da produtividade no setor agropecuarista. A influéncia
comportamental do extrato de camardo 48 h foi realizada por olfatbmetro de quatro
bracos, observou-se que o extrato natural exerce influéncia comportamental sobre as
moscas fémeas C. megacephala. As andlises por Cromatografia Gasosa acoplada ao
Detector Eletroantenografico (CG-EAG) revelaram que trés compostos presentes no
extrato de camardo 48 h elicitaram respostas nas antenas de fémeas de C. megacephala,
indicando que estes compostos possuem receptores especificos nas antenas de fémeas. A
identificacdo dos compostos foi por CG-EM que se constatou trés compostos - Fenol, 2-
nonanona e dissulfeto de metila presentes no extrato de camardo. O teste de atratividade
experimental no campo comprovou a atracdo da isca natural extrato de camardo 48 h
frente ao inseto-praga, C.megacephala, validando o potencial da invencdo para a
utilizacdo no manejo integrado de inseto-praga C. megacephala responsavel por causar

miiase secundaria.
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CONCLUSAO GERAL

Os procedimentos metodoldgicos desenvolvidos em laboratorio voltado para a
identificacdo da espécie possibilitaram a identificacdo de C. megacephala como predominante
nos municipios coletados da regido de Alagoas.

As avaliacGes morfométricas confirmaram a identificacdo de C. megacephala. Poder-se
observar que as moscas fémeas C. megacephala sdo maiores que 0os machos coespécificos.

As andlises antenais de C. megacephala a partir da Microscopia Eletrénica por
Varredura (MEV), possibilitaram identificar trés segmentos (escapo, pedicelo, flagelo e uma
arista perpendicular) nos quais se encontravam inimeras sensilas e pelos distribuidos nesses
segmentos, as sensilas foram caracterizadas em cinco tipos (caéticas, estel6conicas, tricoides,
basiconicas e coelocdnicas) com diferentes funcbes . Pode-se observar dimorfismo sexual nos
segmentos antenais (pedicelo, flagelo e arista). No entanto, nas sensilas ndo se observou
dimorfismos sexual.

A comunicacdo quimica entre moscas C. megacephala é mediada pela presenca de
semioquimicos denominado apneuménios. Os compostos bioativos presentes no extrato de
camardo 48 h influenciaram o comportamento de C. megacephala, constatando uma maior
atratividade para moscas fémeas, em contrapartida, os machos foram mais atrativos para o
tratamento controle, sugerindo repeléncia.

Os trés compostos bioativos presente nos extratos de camarao 48 h foram identificados
como dissulfeto de metila (majoritario), 2- nonanona (intermediario) e fenol (minoritério).

As avaliacbes comportamentais de C. megacephala frente aos compostos sintéticos,
identificados como bioativos no extrato de camardo 48 h, em condicBes de olfatometro de
quatro bragos, demostraram que esses compostos promoveram acgdo Sinergistica,
potencializando a atratividade de C. megacephala.

Os testes de campo confirmaram que os extratos de camaréo 48h e a solugéo dos padroes
sintéticos tém atratividade sobre as moscas C. megacephala, observou-se também que houve
uma maior atratividade de moscas fémeas cerca de 93,5%, ao comparar com 0s machos cerca
de 6,5%.

Deste modo, os resultados obtidos demostraram que estd substancia, apneumonios,
mediaram o comportamento atrativo de C. megacephala, permitindo- se afirmar que a solucéo
possui atratividade sobre a mosca C. megacephala, com potencial a serem utilizados para uso

no monitoramento e controle da referida praga. Esses resultados tém grande relevancia no
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contexto socioecondmico, a medida que essa solucéo podera ser utilizadas no Manejo Integrado
de Praga (MIP), reduzindo as perdas econémicas para 0 mercado agropecuario e a saude

publica.
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