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RESUMO

A escolha do local de oviposicdo em moscas-varejeiras € de suma importancia para um
desenvolvimento adequado das larvas e futuros adultos, essa escolha geralmente € feita
analisando pistas quimicas, volateis ou ndo, e micro-organismos presentes no ambiente. E
independentemente do substrato, as moscas-varejeiras sempre optam por colocar seus ovos
agregados a ovos coespecificos, pois isso garante vantagens a prole. Porém, o motivo pelo qual
as fémeas realizam esse comportamento ainda ndo é completamente compreendido. Uma das
hipoteses € que 0s ovos e 0s ovarios contém semioquimicos e bactérias que auxiliam na
regulacdo desse comportamento. Os objetivos desta pesquisa foram descobrir se extratos de
ovos em diferentes estagios de desenvolvimento e ovarios coespecificos provocam atracdo em
fémeas de C. megacephala e C. albiceps e, em caso positivo, tragar o perfil quimico dessas
estruturas e, em seguida, descrever a comunidade bacteriana da superficie desses ovos e ovarios
para averiguar a presenca de possiveis compostos e micro-organismos que possam afetar o
comportamento reprodutivo de alguma maneira, especialmente o de oviposicao. Os resultados
mostraram que alguns extratos, principalmente em éter, provocam atracdo em fémeas e que
tanto os compostos quimicos encontrados, uma mistura complexa de hidrocarbonetos e acidos
graxos, como as bactérias podem ter um papel na regulacdo de oviposicao, desde a atracdo ao

local até a agregacéo de adultos e ovos.

PALAVRAS-CHAVE: Calliphoridae; semioquimicos; bactérias, comportamento de

oviposicao



ABSTRACT

The choice of oviposition site in blowflies is extremely important for an appropriate
development of the larvae and future adults, this choice is usually made by analyzing chemical
clues, volatile or not, and microorganisms present in the environment. Regardless the substrate,
blowflies always choose to lay their eggs attached to co-specific eggs, since this behaviour
guarantees advantages to their offspring. However, the reason why females carry out this
behavior is not yet fully understood. One hypothesis is that eggs and ovaries contain
semiochemicals and bacteria that help regulate this behavior. The objectives of this research
were to find out if egg extracts at different stages of development and cospecific ovaries
produce attraction in females of C. megacephala and C. albiceps and, if so, to describe the
chemical profile of these structures and then describe the bacterial community on the surface
of these eggs and ovaries to verify the presence of possible compounds and microorganisms
that may affect reproductive behavior in some way, especially oviposition. The results showed
that some extracts, mainly in ether, produce attraction in females and that the chemical
compounds found, a complex mixture of hydrocarbons and fatty acids, as well as bacteria can
play a role in the oviposition regulation, from attraction to the site to the aggregation of adults

and eggs.

KEYWORDS: Calliphoridae; semiochemicals; bacteria, oviposition behavior
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1 INTRODUCAO

Insetos sdo encontrados em quase todos os habitats e gragas a isso, aproximadamente 1
milh&o de espécies de insetos foram descritas até hoje; porém, é provavel que 4 milhdes ainda
precisem ser catalogadas. Esse alto nimero de espécies se deve, em grande parte, as
especializacdes de tipos de alimentacdo, capacidade de dispersdo e possibilidades de evitar a
predacdo, associados a evolugdo do voo (PECHENIK, 2016).

Diptera (califorideos, sarcofagideos, mutucas, moscas comuns, mosquitos, dentre
outros) € uma das ordens mais antigas entre os insetos holometébolos; esta entre as quatro
ordens mega-diversas de insetos e, entre elas, é a melhor catalogada em todas as regifes
biogeograficas (RAFAEL, 2012). Compreende atualmente cerca de 153.000 espécies descritas
(sem incluir as conhecidas de fosseis) em cerca de 160 familias (THOMPSON, 2008), o que
representa de 10 a 15% de toda a biodiversidade mundial (YANG et al., 2007). Porém, esses
valores séo iniciais e 0 nUmero de espécies deve ser ainda maior (BROWN et al., 2009). Na
regido Neotropical, existem mais de 31 mil espécies em 118 familias (AMORIM, 2010). No
Brasil, sdo 8.700 espécies, no entanto, estima-se haver 400 mil espécies no mundo e quase 60
mil no Brasil (RAFAEL, 2012).

Dentro dessa Ordem, a familia Calliphoridae, com representantes conhecidos
popularmente como moscas-varejeiras, facilmente reconheciveis por sua cor metalica
geralmente verde ou azul (CARVALHO e MELLO-PATIU, 2008), tem grande importancia
médica, veterinaria e sanitaria (NORRIS, 1965; GUIMARAES et al., 1999), pois Vvarias
espécies sdo causadoras de miiases, uma infestacdo em humanos e animais vertebrados vivos
por larvas que, por um certo periodo, se alimentam de tecidos vivos (primarias) ou mortos
(secundarias) e substancias corporais liquidas do hospedeiro (ZUMPT, 1965; LANE e
CROSSKEY, 1993; GUIMARAES et al., 1999; STEVENS, 2003; STEVENS e WALLMAN,
2006; SINGH e SINGH, 2015). Quando ndo estdo se alimentando de tecido de vertebrados,
podem se alimentar de matéria organica em decomposicdo, como carcagas, fezes e vegetacdo
podre, auxiliando na ciclagem de nutrientes (BYRD e CASTNER, 2001; ALVES et al., 2014).

Além de causar miiases, algumas sdo vetoras de bactérias patogénicas; a Administracéo
Federal de Alimentos e Drogas dos EUA ja identificou 21 espécies de moscas-varejeiras como
ameacgas a salde humana (OLSEN, 1998). Chrysomya megacephala (Fabricius) e Musca
domestica (Linnaeus), por exemplo, podem conter, respectivamente, até 551 e 228 espécies de

bactérias espalhadas pelo corpo (JUNQUEIRA et al., 2017), sendo que essas moscas também



podem abrigar e transferir bactérias resistentes a antibidticos, algumas com resisténcia a
multiplas drogas (GRAHAM et al., 2009).

Por outro lado, imaturos de algumas espécies, como Cochliomyia macellaria
(Fabricius), C. megacephala e Lucilia cuprina (Wiedemann), séo utilizados na terapia larval
(NASSU e THYSSEN, 2015; PINHEIRO et al., 2015; LIMSOPATHAM et al., 2017), que
consiste em aplicar larvas de moscas vivas e estéreis em lesdes cutaneas necroticas para auxiliar
na cicatrizagdo de feridas (THYSSEN et al., 2013). Essa técnica ja se mostrou bastante eficiente
em diversos casos, de Ulceras a queimaduras primarias (COURTENAY, 1999; SCAVEE et al.,
2003; PARNES e LAGAN, 2007; PINHEIRO et al., 2015).

Individuos dessa familia também impactam a economia, tanto positivamente como
negativamente. Muitos califorideos sdo importantes polinizadores (SAEED et al., 2016), podem
ser alternativas as abelhas na polinizagdo de brassicas (FAULKNER, 1962; HEATH, 1982),
algumas flores (FAEGRI e VAN DER PIJL, 2013), morangos (PORTER, 1977; HERRMANN
et al., 2019), pimenta doce (JARLAN et al., 1997), cenoura (HOWLETT, 2012) e manga
(REDDY et al., 2014; SAEED et al., 2016). Outra maneira de contribuir com a economia é
incorporar esses insetos, principalmente os imaturos, na alimentacao; essa pratica ja ocorre em
algumas culturas e regides, embora ainda seja bem restrita (HEATH, 1982). Outros, porém,
trazem enormes prejuizos para a economia por serem pragas, como dito anteriormente, podendo
causar miiases em gado (AXTELL, 1986), ovelhas (ASHWORTH e WALL, 1994; FISHER et
al., 1998), aves (AXTELL e ARENDS, 1990) e se alimentar ou ovipor em peixes,
principalmente em bacalhau que é atacado quando esta secando ao sol para ser comercializado
(AAK et al., 2010; AAK et al., 2010b; AAK et al., 2011). O prejuizo é tanto que muitas
pesquisas visam a criacao de iscas para controle populacional (URECH et al., 2009; AAK et
al., 2010).

Essas moscas também podem ser utilizadas na Entomologia Forense, pois sdo uma
grande ferramenta em investigacdes sobre trafico de entorpecentes, maus tratos e morte violenta
(GOMES, 2010). Nos casos de morte violenta, 0s insetos podem prestar esclarecimentos quanto
a identidade do morto, causa da morte, local onde ocorreu a morte e, principalmente, a
cronotanatognose, que € o intervalo de tempo entre a morte e 0 momento de encontro do cadaver
(IPM) (VON ZUBEN et al, 1996; GRASSBERGER et al., 2003; LEFEBVRE e
PASQUERAULT, 2004; GOMES et al., 2005; GOMES, 2010). Outro ramo da Entomologia
Forense em que as moscas-varejeiras sdo utilizadas é a entomotoxicologia, que é a deteccdo de

toxinas e substancias controladas ou ndo nos insetos presentes na decomposi¢do do corpo



10

(BYRD e TOMBERLIN, 2019), que pode ajudar na investigagdo de casos de morte
relacionados ao uso de narcéticos (NOLTE et al., 1992; GOFF e LORD, 1994; MILLER et al.,
1994; BYRD e TOMBERLIN, 2019).

Recentemente, os hidrocarbonetos cuticulares tém se mostrado uma ferramenta
interessante na ciéncia forense (AMENDT et al., 2010); estudos demonstraram que a
composi¢do do perfil de hidrocarboneto da cuticula de larvas ou pupas ndo é fixa, mas muda
com o tempo. Se essas alteragcdes ocorrerem como parte do desenvolvimento de larvas em
adultos e se puderem ser incorporadas a um modelo, esses hidrocarbonetos podem se tornar
muito Uteis para estimar a idade de uma larva ou pupa e, portanto, aumentar a precisao do IPM
(ZHU et al., 2006, 2007; YE et al., 2007; ROUX et al., 2009; AMENDT et al., 2010).

Nos insetos, o olfato é de extrema importancia em diferentes estagios da vida, utilizado
para localizar alimento ou substratos para oviposicdo, assim como na interacdo com outros
individuos durante a procura por parceiros sexuais (HANSSON, 1999). A capacidade de
localizagdo do alimento em dipteros deve-se a 0rgaos sensitivos altamente adaptados para a
deteccdo de odores, as sensilas, presentes nas antenas (SHIELDS e HILDEBRAND, 2001,
JOHNSON e BORROR, 2005). Cada sensila abriga dendritos que detectam substancias
quimicas volateis (SHIELDS e HILDEBRAND, 2001); esses dendritos inserem informacdes
diretamente no sistema nervoso central e isso induz a uma resposta comportamental no inseto
(HANSSON, 2002; ZHOU et al., 2004). Em moscas-varejeiras, essas estruturas sdo bem
desenvolvidas, ja que esses insetos estdo entre os principais consumidores de carcaca (REED,
1958; BRAACK, 1987; MOHR e TOMBERLIN, 2014) e sdo geralmente 0s primeiros a chegar
apos a morte e permanecer no local durante os estagios de decomposi¢do (CATTS e GOFF,
1992; LECCESE, 2004; SILVA et al., 2014).

A maioria dos insetos responde ndo apenas a compostos isolados, mas também a
misturas de compostos. Com a combinacdo correta de compostos, plantas ou animais sao
reconhecidos como hospedeiros (BRUCE et al., 2005). Os insetos também detectam gradientes
quimicos, fornecendo informacdes vitais sobre a localizacdo de uma fonte de odor (VICKERS,
2000). Eles detectam compostos quimicos volateis que indicam a adequacdo do hospedeiro e
também a presenca de potenciais predadores ou competidores (PICKETT et al., 1998;
SHIELDS e HILDEBRAND, 2001).

Os compostos captados pelas antenas sdo chamados de semioquimicos, volateis por

natureza que podem ser detectados a longas distancias por diferentes organismos (SELBY,
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2004). A palavra “semioquimico” ¢ ampla ¢ refere-se ndo somente as substancias quimicas
responsaveis pelo fornecimento de informacéo, mas também as toxinas; por esse motivo, é mais
adequado o uso da palavra “infoquimico”, quando se quer tratar apenas de substancias quimicas
envolvidas no processo de comunicagio (VILELA e DELLA LUCIA, 2001). Os infoquimicos
sdo classificados funcionalmente em dois grupos principais, feroménios e aleloquimicos
(NORDLUND e LEWIS, 1976; BLIGHT, 1990; ZARBIN et al., 2009). Os feromdnios sao
compostos que causam interacdes entre individuos da mesma espécie (intraespecificas), como
por exemplo, feromdnios de acasalamento, marcadores de trilha, alarme, dispersao, oviposi¢édo
e agregacdo (NORDLUND e LEWIS, 1976; AGELOPOULOQOS et al., 1999), enquanto 0s
aleloguimicos geram interacGes entre espécies diferentes (interespecificas) e sdo divididos em
quatro subgrupos: alomdnios, cairomdnios, sinoménios e apneumodnios (AGELOPOULOS et
al., 1999).

A primeira parte da sequéncia do processo de colonizacdo pelas moscas-varejeiras
comega com os aleloquimicos, em especial os apneumdnios, pois eles sdo os volateis liberados
durante a decomposicéo de hospedeiros vertebrados ndo vivos, como por exemplo as carcacas,
que permitem as moscas localiza-las, aumentando as chances de encontrar um sitio de
oviposicdo adequado, um parceiro sexual, e alimento para a progénie (SMITH, 1986). A
decomposicdo comeca quase que imediatamente apdés a morte e acredita-se que 0S
semioquimicos sejam produzidos logo no inicio (VASS et al., 1992; DIX e GRAHAM, 1999;
VASS et al., 2002; DENT et al., 2004). A putrefacdo ocorre quando as bacteérias, ja presentes
no intestino grosso, destroem os tecidos moles, resultando na producéo de liquidos e gases
(sulfeto de hidrogénio, dioxido de carbono, metano, amonia, dioxido de enxofre e hidrogénio)
(VASS, 2001). Alem desses gases, uma grande variedade de compostos organicos volateis, 0s
“VOCs”, sdo produzidos (STATHEROPOULOS et al., 2005), mais especificamente, 0s
“BVOCs” (bacterial volatile organic compounds ou compostos organicos volateis bacterianos),
que séo considerados a comunicagdo quimica entre micro-organismos e insetos (LEROY et al.,
2011; ENGL e KALTENPOTH, 2018).

Muitos compostos produzidos durante a decomposicdo de vertebrados ja foram
relatados nos vertebrados e, aparentemente, volateis diferentes sao percebidos por califorideos
diferentes (PACZKOWSKI e SCHUTZ, 2011) e através dos volateis emitidos pela carcaga, as
moscas sdo capazes de perceber substratos em diferentes periodos de decomposi¢do, mesmo
sem contato visual ou gustativo (JOHANSEN et al., 2013).
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Em Lucilia cuprina e L. sericata (Meigen), por exemplo, a orientagdo até o substrato é
mediada principalmente por compostos ricos em enxofre, em L. sericata, particularmente por
uma mistura de dimetil trissulfeto etanotiol e sulfito de hidrogénio, produzidos por infecgdes
bacterianas no hospedeiro (ASHWORTH e WALL, 1994; WALL e FISHER, 2001).
Compostos sulfurosos também sdo atrativos para Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy)
(AAK et al., 2010; AAK et al., 2011; PACZKOWSKI e SCHUTZ, 2011), enquanto altos niveis
de &cidos, caracteristicos de estagios avancados da decomposicdo, parecem atrair Phormia
regina (Meigen), que aparece na carcaga apds dias (ERZINCLIOGLU, 1996; BYRD e
TOMBERLIN, 2019). Musca autumnalis (De Geer), Haematobia irritans (Linnaeus),
Hydrotaea irritans (Fallen), Stomoxys calcitrans (Linnaeus) e Wohlfahrtia magnifica (Schiner),
todas parasitas de gado, mostraram respostas frente a 1-octen-3-ol, 6-metil-5-hepten-2-ona, (Z2)-
3-hexen-1-ol e ao naftaleno, entre outros (BIRKETT et al., 2004). Cochliomyia hominivorax
(Coquerel) e Lucilia sericata sdo atraidas por dissulfureto de dimetilo, trissulfureto de dimetilo,
fenol, p-cresol e indol, todos produzidos por bactérias isoladas de feridas de animais
(CHAUDHURY et al., 2015; ZHU et al., 2017).

Muitas vezes, ndo € necessario o atrator ser um “BVOC” produzido peladecomposicéo
da carcaca; muitos estudos indicam que a simples presenca de bactérias pode ativar uma
resposta de atracdo (CHAUDHURY et al., 2012; WELCH e ALVAREZ, 2002; TOMBERLIN
et al., 2017). Estudos anteriores demonstraram que espécies diferentes de moscas preferem
depositar ovos em ambientes ricos em micro-organismos, em oposi¢do a ambientes estéreis e
que a espécie e a quantidade de bactéria podem alterar drasticamente a oviposi¢éo no substrato,
0 que pode influenciar significativamente o desenvolvimento, tamanho e composicdo de uma
massa larval (DEVANEY et al., 1973; HOUGH et al., 1981, 1982; HOUGH-GOLDSTEIN e
BASSLER, 1988).

Dois mecanismos potenciais de atracdo mediados por bactérias ja foram identificados:
1) secrecdo de compostos que atraem diretamente insetos (citados anteriormente) e 2) secre¢do
de substincias de ‘“acondicionamento” no substrato para aumentar a atra¢do. Além dos
compostos, também foi demonstrado que as bactérias secretam proteinas (LAUZON et al.,
2000; ROBACKER e LAUZON, 2002) e metabdlitos (EMMENS e MURRAY, 1982;
EISEMANN e RICE, 1987; HAMMACK, 1990; CHAUDHURY et al., 2010) que atuam no

recrutamento de fémeas gravidas.

Uma cultura combinada de Proteus mirabilis, Morganella morganii, P. vulgaris e

Providencia rettgeri (esta Gltima, sendo atrativa até mesmo sozinha) se mostrou altamente
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atrativa para C. hominivorax (EDDY et al., 1975). Cochliomyia macellaria pousa mais em
substratos contendo P. mirabilis (CHAUDHURY et al., 2016), que também é atrativa para
Lucilia cuprina e L. sericata (EMMENS e MURRAY, 1982; MA et al., 2012), assim como
para Calliphora stygia (Fabricius) e Chrysomya rufifacies (Macquart) (MORRIS et al., 1998).
Armadilhas de controle biolégico com culturas de Proteus mirabilis e Morganella morganii
atrairam mais individuos de Phormia regina do que armadilhas contendo apenas agar
esterilizado (URIEL et al., 2020). Owings et al. (2009) sugerem uma tendéncia maior de visitas
em armadilhas de figado bovino que ndo é tratado com antibidticos. Klebsiella spp. e Bacillus
subtilis produzem compostos ndo-sulfurosos como acetato de etila, tetrametilpirazina e n-
haptanal que sdo atrativos para Lucilia cuprina (EMMENS e MURRAY, 1982).

Embora existam substancias ou micro-organismos que ajam, supostamente, como
atrativos, outros podem ter o efeito contrario no comportamento do inseto. Por exemplo, Birkett
et al. (2004) e Logan et al. (2008, 2009) constaram que quando hospedeiros vertebrados nao
s&8o atrativos para os insetos, ha elevados niveis de certos semiogquimicos que podem agir como
repelentes, possivelmente “mascarando” os componentes de atracdo, ou seja, reduzindo a
sensibilidade das moscas-varejeiras a esses atrativos. Altos niveis de acidos, por exemplo,
reduzem a atracdo e o pouso de Calliphora vicina sobre o substrato (AAK et al., 2010b; AAK
et al., 2011; PACZKOWSKI e SCHUTZ, 2011).

Além da atratividade olfativa do substrato ter um papel fundamental na escolha do sitio
de oviposicdo (BROWNE, 1960), o valor nutricional do mesmo e a qualidade, podem
influenciar na decisdo de postura (ZUCOLOTO, 1991). As espécies Calliphora vicina e C.
megacephala tém preferéncias distintas por substratos: a primeira prefere ovipor em mamiferos,
enquanto a segunda opta por peixe (ERZINCLIOGLU, 1996; KNEIDEL, 1984; ESSER, 1990,
1991). Lucilia cuprina deposita seus ovos preferencialmente em cavidades com la imida nas
ovelhas (VARTIB-BROWNE, 1958), mas Lucilia sericata parece ndo demonstrar preferéncia
por nenhum tipo de substrato (SILVA; ZANETTE; MONTEIRO, 2008). No entanto, o valor
nutricional da carcaca, como um todo, pode mudar rapidamente como resultado da
decomposicdo e alimentacdo larval, e dessa maneira, as fémeas que chegaram depois vao ter
que selecionar locais diferentes dos previamente selecionados por outras, para que sua prole
tenha um desenvolvimento adequado (ARCHER e ELGAR, 2003).

Kennedy et al. (1959a, 1959h, 1961a, 1961b) e outros autores afirmam que a detecgéo

e posterior aceitacdo do meio de oviposicdo envolvem atratividade olfativa e também a visual,
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em conjunto (SPIVAK et al., 1991; WALL e FISHER, 2001). A visdo é outro sentido
importante para os insetos, mas a capacidade visual de um inseto geralmente ndo é tdo
importante quanto sua capacidade olfativa. Insetos enxergam com olhos compostos, sendo que
cada olho é composto por um nimero de omatideos, que varia de acordo com a espécie e 0 sexo
(RIVERS e DAHLEM, 2014). Uma vez proximas ao substrato alimentar, as moscas adultas vdo
avaliar sua dimenséo, e em seguida, pistas visuais irdo auxiliar no pouso: em C. megacephala,
o0 odor do substrato parece orienté-las até a fonte, mas a decisdo do pouso esta mais fortemente
ligada com a presenca ou ndo de algo visualmente destacado (GOMES et al., 2007). Lucilia
sericata também se orienta por compostos liberados pelo substrato, mas escolhe pousar nos
locais que possuem pistas visuais mais escuras (vermelho e preto) (BRODIE et al., 2014).
Muitas espécies que colonizam cadaveres humanos tendem a observar locais no corpo com
sinais de trauma ou com presenca de pelos e orificios naturais, como boca, cavidades nasais e
anus (BYRD e TOMBERLIN, 2019).

Alcancada a fonte de odor, depois de uma analise olfativa e visual, as moscas avaliam
0 substrato através de receptores existentes no labelo, tarso e ovipositor (WALLIS, 1962;
ERZINCLIOGLU, 1996). Os estimulos, nesse momento, sio causados por substincias no
estado liquido ou por solu¢cbes com concentracBes relativamente altas ao entrar em contato
direto com o inseto. Esse processo é chamado de quimiorrecepcdo e tambeém é realizado por
sensilas, que diferem das sensilas olfativas (estruturalmente), pois possuem menos células
sensoriais. A quimiorrecepc¢do por contato tem grande importancia no reconhecimento final do
alimento, do local de oviposicao e da escolha do parceiro (CHAPMAN e CHAPMAN, 1998).

Estudos de quimiorrecepcdo em Diptera mostram que as pernas de diversas moscas
como Calliphora vicina, Phormia regina e M. domestica possuem funcdo gustativa (WOLK,
1978; LAKES e POLLACK, 1990). Estudos eletrofisiologicos indicam que o0s insetos
conseguem diferenciar substancias doces, salgadas, acidas e amargas; Phormia regina protrai
sua proboscide quando seu tricodio é estimulado com acgucar e prefere ovipor em locais com
sacarose (NAKAGAWA et al., 1994). Misturas e diferentes concentracdes dessas substancias
estimulam o inseto em niveis diferentes (CHAPMAN e CHAPMAN, 1998). A ultima espécie
citada possui sensilas com quatro células quimiorreceptoras de contato e uma célula
mecanorreceptora em seu labelo. Trés das quatro células sdo chamadas receptoras de acucar,
sal e de agua, respectivamente, e acredita-se que a quarta célula identifique substancias

alimentares toxicas (OZAKI et al., 2003). Em Musca autumnalis, células sensoriais sao
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encontradas na regido anal e do ovipositor, com possivel funcéo olfativa (HOOPER et al.,
1972).

Lucilia cuprina possui 22 sensilas localizadas proximas ao ovipositor, dois pelos tateis
longos, cinco pelos tateis médios, sete pelos tateis pequenos, uma sensila campaniforme, duas
olfativas e cinco pelos gustativos, que parecem funcionar como quimiorreceptores de contato,
participando na regulacdo do comportamento de deposi¢édo de ovos (RICE, 1976). Essa espécie
tende a depositar seus ovos em locais Umidos, via deteccdo de umidade, colocando receptores
presentes no tarso em contato com o substrato (ARCHER e ELGAR, 2003) e também em locais
presentes com compostos ricos em amoénia (ASHWORTH e WALL, 1994; BRODIE et al.,
2015). O mesmo parece ocorrer em P. regina, Chrysomya nigripes (Aubertin) e C.
megacephala (WALLIS, 1962; NGERN-KLUN et al., 2007; CHAIWONG et al., 2008).

Em C. megacephala existem cinco tipos de sensila na antena, trés na probdscide e
ovipositor, duas na cabeca e perna e apenas uma na asa, incluindo mecanoreceptores por todo
o corpo (LI et al., 2016). Ja Chrysomya nigripes tem quatro tipos diferentes de sensila na regido
do ovipositor (NGERN-KLUN et al., 2007). Solucdes salinas e alcalinas também estimulam a
oviposicdo, sendo detectadas por 6Orgdos sensoriais presentes no ovipositor das fémeas
(WALLIS, 1962; EMMENS e MURRAY, 1983).

Toda essa meticulosa analise do substrato para oviposicdo € feita para selecionar um
local que favoreca a progénie, provendo protecéo contra dessecacao e inimigos naturais, além
do fornecimento do alimento (ARCHER e ELGAR, 2003). Como dito anteriormente, as
moscas-varejeiras buscam feridas ou cavidades no substrato ou na carcaca, pois esses locais sdo
geralmente mais Umidos e impedem a dessecacdo das larvas. Além da protecéo, o fornecimento
de um alimento adequado e o conteldo deste é muito importante, e as bactérias também
parecem ter um papel fundamental nas larvas, muitas delas tém rela¢cbes mutualisticas com os
califorideos (TOMBERLIN et al., 2017).

Larvas de moscas-varejeiras ja mostraram ser dependentes de bactérias e seus
metabolitos para crescimento e desenvolvimento (SCHMIDTMANN e MARTIN, 1992;
ZUREK et al.,, 2000). Na maioria dos estudos, as larvas mostram melhores taxas de
desenvolvimento em ambientes ndo esterilizados ou com uma mistura de bactérias, sendo que
algumas espécies de bactérias intensificam o desenvolvimento e as taxas de sobrevivéncia de

diferentes espécies de moscas: Escherichia coli e Lactobacillus plantarum em Musca
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autumnalis (HOLLIS et al., 1985); Streptococcus sanguis, Staphylococcus sp. e. coli em Musca
domestica (SCHMIDTMANN e MARTIN, 1992; WATSON et al., 1993; ZUREK et al., 2000)
e Acinetobacter sp., Flavobacterium odoratum, Citrobacter freundii e Serratia fanticola em
Stomoxys calcitrans (LYSYK et al., 1999; ROMERO et al., 2006).

Zurek et al. (2000) sugerem que diferentes bactérias auxiliam estagios diferentes de
desenvolvimento na mosca-doméstica: Bacillus sp., Staphylococcus lentus, Lactococcus
garviae entre 13 outras, ajudam no crescimento larval até a fase de pupa, enquanto
Streptococcus sanguis e Sphingobacterium spiritivorum ajudam no crescimento até a fase
adulta. Outra maneira de auxiliar no desenvolvimento é protegendo os imaturos de bactérias
patogénicas; Proteus mirabilis aumenta o pH do substrato reduzindo o nimero de outros micro-
organismos, sendo que essa bactéria é assimilada pela larva e permanece no trato digestivo de
L. sericata durante a fase adulta (TOMBERLIN et al., 2017).

Aparentemente, a taxa acelerada de peristaltismo ao longo das regides do intestino
anterior e do intestino médio, durante a alimentacéo larval, seja responsavel pela assimilacéo e
rapida disseminacdo das bactérias nos insetos (GRENNBERG e KUNICH, 2002), porém ha
poucos dados sobre o(s) mecanismo(s) especifico(s) através dos quais 0s insetos adquirem esses
simbiontes (THOMPSON et al., 2013).

Apos escolher o substrato, o processo de oviposicdo comeca. As posturas de ovos de
moscas-varejeiras sdo geralmente agregadas; Esser (1990, 1991) e Lima (2016) confirmaram
que locais com ovos frescos de C. megacephala atraem de maneira mais eficiente outras fémeas
do que substratos sem ovos; a preferéncia € tdo marcante que geralmente depositam mais ovos
ou larvas do que o recurso pode suportar (LIMA e VON ZUBEN, 2016). Lucilia cuprina,
Musca autumnalis, Musca domestica, Lucilia sericata e Phormia regina realizam o mesmo
comportamento (BARNHART e CHADWICK, 1953; BAY e PITTS, 1977; AFENTON et al.,
1999; BRODIE et al., 2015).

Esse comportamento de agregacdo pode apresentar tanto consequéncias positivas como
negativas para a progénie (RIVER et al., 2011). Alguns pontos positivos sdo: a digestao
cooperativa, pois uma grande massa larval quebra e consome os tecidos da carcaca mais
rapidamente do que individuos isolados ou massas menores (BYRD e TOMBERLIN, 2019), a
regulacdo de temperatura, resultado do calor produzido pelas massas, que parece aumentar a
taxa metabdlica (WIGGLESWORTH, 2012) e, portanto, a assimilacdo do alimento (HANSKI,
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1976, 1977; WILLIANS e RICHARDSON, 1984) e, finalmente, protecdo contra predadores e
parasitos (RIVERS; THOMPSON; BROGAN, 2011).

Como pontos negativos de uma oviposicdo muito agregada, pode-se citar a atracéo
quimica que esses ovos tém frente a predadores e parasitos, pois 0s mesmos semioquimicos que
provocam a agregacdes intraespecificas podem chamar a atengdo de uma variedade de insetos
(BYRD e CASTNER, 2001; VOSS et al., 2009); o estresse térmico, ja que a medida que a
massa larval aumenta de tamanho, larvas individuais podem ser expostas a temperaturas
crescentes que se aproximam dos limites superiores da zona de tolerancia especificos da espécie
(WITHERS, 1992; RICHARDS e VILLET, 2008), sendo que antes mesmo de atingir esse
limite, as larvas ja podem sentir sinais deletérios (FEDER et al., 1997) e a superpopulacdo, que
significa diminuicdo da disponibilidade de alimentos por individuo, o que, por sua vez, deve
aumentar o tempo de desenvolvimento larval, pois afeta o tempo necessario para adquirir 0
peso/nutrientes criticos associados a proxima muda. Algumas vezes, a superpopulacdo pode
acelerar o tempo de desenvolvimento (IRELAND e TURNER, 2006), mas sempre vai gerar
individuos menores (Ullyett, 1950; WILLIANS e RICHARDSON, 1984; SAUNDERS et al.,
1999).

A(s) causa(s) do processo de agregacao é(sao) discutivel(eis), sendo que algunsautores
afirmam que isso acontece devido a (1) feroménios produzidos nos ovarios das primeiras
fémeas a depositarem ovos, que se mantém associados aos ovos, tornando-os atrativos aoutras
(JIANG et al., 2002); ja LAM et al. (2007) afirmam que a concentracdo populacional de uma
bactéria (Klebsiella oxytoca) transmitida pela fémea para o ovo regula a atratividade de
oviposicao intraespecifica; (2) feromdnios produzidos e liberados por fémeas no momento da
oviposicao que estimulam outras a depositar seus ovos em locais proximos, no mesmo substrato
(NORRIS, 1965; BROWNE, 1960; HANSKI, 1987), como por exemplo no caso de M.
domestica (BARNHART e CHADWICK, 1953); (3) Emmens (1981) relatou que extratos
cuticulares de L. cuprina tém um papel na oviposicdo em grupo; (4) semioquimicos
provenientes de micro-organismos ou enzimas digestivas produzidos\localizados na glandula
salivar de fémeas que se alimentam no local (TELFORD et al., 2012; BRODIE et al., 2015) ou
(5) possivelmente, como ocorre em outros dipteros, por volateis produzidos por micro-
organismos associados aos ovos depositados por outras fémeas (HOUGH et al., 1982; JUDD e
BORDEN, 1992), sendo que ha poucas evidéncias desse processo em califorideos, mas existem
dados indicando que fémeas de Chrysomya rufifacies e Cochliomyia macellaria usam pistas

das primeiras colonizadoras para avaliar a qualidade dos recursos e que essas pistas podem ser
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provenientes da fisiologia do ovo ou de semioquimicos produzidos por bactérias, ou uma
combinacéo dos dois (BRUNDAGE, 2012).

Independentemente da localizagdo dos micro-organismos ou da origem dos
semioquimicos atrativos ou repelentes, a forte influéncia deles na regulacdo da oviposicédo
(colonizagdo inicial ou agregacdo) em Diptera e outras ordens é amplamente conhecida: na
mosca da couve, Delia radicum (Linnaeus), sinais quimicos volateis do complexo substrato-
raiz contendo micro-organismos associados a decomposicao da planta estimulam a oviposicao
(KOSTAL et al, 2000); em Delia platura (Meigen), bactérias especificas como
Flavobacterium sp., Erwinia herbicola e Xanthomonas também estimulam a deposicéo de ovos;
o0s odores provaram ser o fator atrativo, pois as fémeas preferiam substratos inoculados, mesmo
na auséncia de contato direto (HOUGH-GOLDSTEIN e BASSLER, 1988); a oviposicdo
agregada por Delia antiqua (Meigen) é causada por estimulos associados a oviposicdo de
fémeas, ovos recém-depositados ou ambos (JUDD e BORDEN, 1992); fémeas de Rhagoletis
pomonella (Walsh) s&o atraidas por compostos bacterianos produzidos na magé, e essas mesmas
bactérias sdo encontradas no trato digestivo da mosca, indicando que ela pode ser transferida
de uma fruta para outra, atraindo novas fémeas (LAUZON et al., 1998); essa atratividade e
agregacao por odores microbianos também parece ser bastante difundida e conhecida em
moscas Drosophila (BARKER e STARMER, 1999).

Outros insetos demonstram comportamento semelhante: Blattella germanica
(Linnaeus), por exemplo, tem seu comportamento de agregacdo, que serve para acelerar
desenvolvimento e maturagédo da ninfa, controlado por semioquimicos produzidos por bactérias
presentes em seu intestino; esse processo se chama agregacdo fecal (WADA-KATSUMATA et
al., 2015).

A presenca de bactérias no ovo pode ndo ser somente um sinal de regulacdo de
oviposicao, mas pode também ser benéfica para a futura larva. Algumas bactérias isoladas ou
grupos de bactérias presentes nos ovos de M. domestica conseguem impedir o crescimento de
fungos no substrato, por deplecdo de nutrientes ou pela liberacdo de metabdlitos antifingicos
(LAM et al., 2009). Goebel e Brundage (2017) sugerem que a esterilizacdo de ovos de L.
cuprina por agitacdo ocasiona taxas de ecloséao significativamente mais baixas do que 0s ovos
que ndo sofreram esse processo, 0 que pode estar relacionado ao papel de protecdo que essas
bactérias desempenham contra patdgenos ou predadores. Por exemplo, as larvas de Plautia stali
(Scott) (Pentatomidae) morrem devido a infec¢Bes oportunistas causadas por fungos e bactérias

guando privadas de micro-organismos, ao eclodirem de ovos esterilizados (ABE; MISHIRO;
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TAKANASHI, 1995). Besouros do género Paederus produzem uma substancia, a pederina, que
evita ataques do seu predador a sua larva; esse composto é produzido por endossimbiontes que
sdo transmitidos as superficies de seus ovos (KELLNER, 1997, 1998, 1999).

Como ja é de conhecimento, niveis elevados de agregacdo podem causar condicdes
desfavoraveis para as larvas e futuros adultos (DE JONG, 1976; JONG, 1978; RIVERS et al.,
2011; LIMA e VON ZUBEN, 2016) e, portanto, é provavel que as fémeas de alguns insetos
sejam capazes de avaliar o substrato, diminuindo o tamanho de suas oviposi¢cdes em locais

muito saturados com ovos ou larvas, ou procurando outro local para ovipor (IVES, 1991).

A mesma bactéria que atrai novas fémeas de M. domestica a depositarem ovos em locais
com ovos frescos, Klebsiella oxytoca, também emite sinais que indicam idade avangada dos
ovos e sua presenca no local, fazendo com que a mosca procure outro local para ovipor (LAM
et al., 2007). Nao ¢ interessante para a fémea ovipor em locais colonizados ha algum tempo,
pois seus ovos podem servir de alimento para a prole estabelecida inicialmente. Moscas de fruta
de cerejeira, Rhagoletis cerasi (Linnaeus) e da macd, Rhagoletis pomonella, colocam
feromdnios que imediatamente desencorajam outros individuos, que entraram em contato com
essa substancia, a oviporem, eles sdo chamados de “Oviposition Deterrent Pheromones” (ODP)
(AVERILL e PROKOPY, 1987; STADLER et al., 1994). A mosca-de-fruta Ceratitis capitata
(Wiedemann) deposita extratos metandlicos na superficie do local para impedir oviposicGes
coespecificas (ARREDONDO e DIAZ-FLEISCHER, 2006); Atherigona soccata (Rondani) e
Anastrepha fratereulus (Wiedemann) tém comportamento semelhante (RAINA, 1981,
PROKOPY et al., 1982).

Pode-se observar relatos parecidos em Lepidoptera. A oviposicdo de Lobesia botrana
(Denis e Schiffermdller) pode ser inibida por acidos graxos e ésteres de acidos graxos extraidos
do ovo da propria espécie (THIERY et al., 1992); Choristoneura rosaceana (Harris) evita
ovipor em locais ja colonizados para evitar superpopulacdo (POIRIER e BORDEN, 1991); as
vezes, 0s compostos de uma espécie podem blogquear oviposicdes de varias outras, sendo o caso
de compostos encontrados em ovos de Ostrinia nubilalis (Hubner), que inibem o
comportamento de Aphomia sociella (Linnaeus), Sesamia nonagrioides (Lefebvre) e Lobesia
botrana (Denis e Schiffermiller) (THIERY et al., 1992).

Algumas espécies de Coleoptera também produzem “ODPs”: Lasioderma serricorne
(Fabricius), Callosobruchus maculatus (Fabricius), Monochamus alternatus (Hope) e algumas

espécies de Coccinella depositam essas substancias para espacar as oviposicoes e diminuir as
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taxas de competicédo intraespecifica (KOHNO et al., 1986; MESSINA et al., 1987;
CREDLAND e WRIGHT, 1990; IMAI et al., 1990; ANBUTSU e TOGASHI, 1996; MISHRA
etal., 2012)

Todos os semioquimicos citados, sejam volateis ou reconhecidos apenas por contato
direto (semi-volateis ou ndo volateis), tém a intensidade de suas mensagens diminuida com o
passar do tempo, sendo mensagens com funcdo atrativa ou de repeléncia, ou seja, suas
concentracdes sdo geralmente alteradas com o tempo, através da evaporacdo ou degradagdo do
composto (HOLLER et al., 1991; HURST et al., 1998)

Além da importancia na entomologia forense, os hidrocarbonetos que sdo encontrados
em todos os estagios de vida dos artropodes tém a funcdo priméaria de protecdo contra
dessecacdo (LOCKEY, 1988), também podem ser usados na identificacdo intraespecifica
(SINGER, 1998; BLOMQUIST e BAGNERES, 2010) e como sinais de regulacéo reprodutiva,
sinais, muitas vezes, associados e transmitidos pelos ovos (ENDLER et al., 2004).

Sabe-se que L. cuprina parece atrair outras fémeas com um lipidio cuticular (EMMENS,
1981), mas outros grupos podem agir de maneira diferente. Por exemplo, alguns cupins
possuem lisozima em seus ovos, que funcionam como um feromdnio de reconhecimento de
ovos de cupins (TERP); os operarios reconhecem esses ovos e iniciam seu transporte e
“grooming” na colonia (MATSUURA et al., 2007). A formiga Dinoponera quadriceps
(Santschi) consegue discriminar membros adultos e ovos coespecificos com auxilio de
hidrocarbonetos (TANNURE-NASCIMENTO et al.,, 2009), sendo que Formica fusca
(Linnaeus) apresenta um comportamento parecido (HELANTERA et al., 2014).

Em dipteros, a existéncia e o papel de feromdnios, aleloquimicos, micro-organismos e
hidrocarbonetos originados em ovos ou substratos foi demonstrada em algumas familias
(ANDERSON, 2002; MCCALL, 2002; WERTHEIM et al., 2005) e ainda que existam muitas
informacGes a respeito disso em Calliphoridae, é necessario conhecer mais detalhes sobre a
comunidade bacteriana e a diversidade de semioquimicos encontrados nos 0vos e Nos OVAarios
de espécies como C. megacephala e C. albiceps, (Wiedemann) que possam afetar o

comportamento de oviposicdo, de agregacdo e de escolha do substrato pelas fémeas adultas.
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1.1 Chrysomya megacephala

Chrysomya megacephala, originaria da Australasia, foi introduzida acidentalmente no
Continente Americano, provavelmente, através de navios (GUIMARAES et al., 1978;
GUIMARAES et al., 1979), tendo sido descoberta no Sudeste brasileiro nos anos 70 junto com
C. albiceps e C. putoria (Wiedemann) (IMBIRIBA et al., 1977; GUIMARAES et al., 1978;
GUIMARAES et al., 1979).

O adulto apresenta uma coloracdo azul-verde metalica em seu térax e abddémen e seus
olhos compostos na tonalidade vermelha (CARVALHO e MELLO-PATIU, 2008). Tem
desenvolvimento holometabolo, apresentando quatro estdgios: ovo, larva, pupa e adulto
(TRIPLEHORN e JOHNSON, 2011). O tempo de vida varia de um a dois meses, desde estagio
de ovo até adulto (GABRE et al., 2005; BARROS-CORDEIRO e PUJOL-LUZ, 2010).

Essa espécie esta associada principalmente a matéria organica em decomposicdo em
areas urbanas, sendo considerada assim uma espécie sinantropica (D’ALMEIDA e
D’ALMEIDA, 1993; MENDES e LINHARES, 1993; CAMPOS e BARROS, 1995;
D’ALMEIDA e ALMEIDA, 1998). Sao moscas-varejeiras comuns perto de habitacGes
humanas e causam incdmodo em mercados de carne e peixe, matadouros, latrinas e fossas
(SMITH, 1986).

Em condicBes laboratoriais, essa espécie pode se desenvolver em uma variedade de
substratos como bacalhau, sapos, ras, lagartos, e pombos (ROY e DASGUPTA, 1971; ESSER,
1990, 1991), mas também pode ser atraida por frutas, alimentos doces, urina e fezes (BYRD e
TOMBERLIN, 2019). No Brasil, D’ Almeida (1986, 1988, 1989, 1993) concluiu que tanto em
areas urbana, rural e litoranea, C. megacephala prefere depositar seus ovos em sardinha e

figado.

Embora ndo possua o mesmo status de peste no Brasil como em outros paises, C.
megacephala, assim como outros integrantes do género Chrysomya, possui importancia forense
(WELLS e GREENBERG, 1992; VON ZUBEN et al., 1996; CARVALHO et al., 2000) e
médico-veterinaria (ZUMPT, 1965, FURLANETTO; CAMPOS; HARSI, 1984;
GUIMARAES et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2002).
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1.2 Chrysomya albiceps

Muito comum e abundante no sul da Europa, regides Afrotropical, Oriental (da India a
China) e Neotropical (América Central e do Sul) (HALL e SMITH, 1993), Chrysomya albiceps
(Wiedemann) também se encontra na regido Paleartica (RAFAEL, 2012).

Essa espécie apresenta coloracdo verde-metalica, gena branca amarelada, e 0 que a
diferencia de C. megacephala, principalmente, é o espiraculo anterior que é mais claro; suas
larvas (“larvas peludas”) sdo muito semelhantes as de C. rufifacies e sdo morfologicamente
muito distintas de todas as outras larvas de Calliphoridae, possuindo saliéncias proeminentes
ao longo do corpo (CARVALHO e MELLO-PATIU, 2008).

Devido a alta capacidade reprodutiva e agressividade das larvas dessa espécie, ela tem
apresentado vantagens sobre espécies nativas, especialmente Cochliomyia e Lucilia, sendoque
a agressividade das larvas € tanta que elas podem predar larvas de C. megacephala, C. putoria
e, em alguns casos, se tornarem canibais (FARIA et al., 1999; RAFAEL, 2012).

Chrysomya albiceps tem sido relatada como agente de miiase, especialmente em
bovinos (LEITE et al., 1983) e frequentemente provoca miiase secundaria em ovelhas, apos
uma colonizac&o inicial por Lucilia sp., mas 0s casos de miiase em humanos ndo sao conhecidos
(ZUMPT, 1965; GRASSBERGER et al., 2003). Ha bastante tempo € considerada uma
ferramenta importante para a Entomologia Forense (OLIVEIRA-COSTA, 2008; BYRD e
TOMBERLIN, 2019).
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2 OBJETIVOS

Utilizando como exemplares espécies de C. megacephala e C.albiceps, o principal
objetivo do trabalho foi:

— Analisar se existe compostos quimicos ou micro-organismos que possam participar
na regulagdo do comportamento de oviposicdo dessas moscas-varejeiras. Para isso, foi
necessario observar se (1) extratos de ovos e de ovarios, em diferentes solventes e periodos de
desenvolvimento, desempenham papel atrativo frente as fémeas; e, (2) em caso positivo de
atracdo, tracar o perfil quimico dos ovarios e da superficie dos ovos em cromatografia gasosa
para identificar os compostos que possam desempenhar funcGes atrativas ou participar do
comportamento de oviposicdo; e por fim (3), descrever a comunidade bacteriana dos ovarios e
das superficies dos ovos e descobrir possiveis bactérias que possam influenciar no

comportamento de atracéo e OViposiGao nas espécies.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e manutencdo dos individuos

Exemplares de C. megacephala e C. albiceps foram coletados nos arredores do Instituto
de Biociéncias (IB) da UNESP, em Rio Claro, SP, Brasil, (22°23'48.5"S - 47°32'52.4"0O)
utilizando uma armadilha com matéria organica em decomposicéo (carne moida bovina) como
isca (Figura 1). Os exemplares foram separados e mantidos em gaiolas teladas (30 x 30 x 30
cm) (Figura 1) em sala climatizada com temperatura de 27 = 1 °C, 60% de umidade relativa e

fotofase de 12 horas. Agua e agticar foram administrados ad libitum.

Para a criacdo de novas geracgoes, as fémeas adultas coletadas foram alimentadas com
uma mistura de levedo de cerveja, leite em po e acucar (1:1:1) por quatro dias e figado bovino
fresco por mais dois dias. Apos mais seis dias, o ciclo gonotrofico se completava (LINHARES,
1988). Para coleta de oviposicdo dessa geracdo, carne moida foi utilizada.

Os ovos foram separados e colocados em frascos de vidros de aproximadamente 750
ml, também contendo carne moida (Figura 1). Os mesmos foram tampados com organza e
mantidos em camaras climaticas (B.O.D.s). Para C. megacephala, a temperatura da camara
ficava constante em 25 £ 1 °C e fotoperiodo de 12h; ja em C. albiceps, para cada nova geracéo
criada, dois frascos eram feitos e um deles era mantido em 22 + 1 °C e 0 outro em 27 £ 1 °C,
ambos com fotoperiodo de 12h. Essa diferenca no processo de criacdo foi necessaria, pois C.
albiceps, de acordo com observacdes feitas no laboratorio, necessita de uma temperatura mais
baixa para desenvolver machos e mais alta para o desenvolvimento de fémeas, enquanto C.
megacephala parece respeitar a razdo sexual de 50% a 25 °C. Em seguida, ao atingirem o
terceiro instar, as larvas foram transferidas para potes maiores, de aproximadamente 2,5 litros,
contendo serragem de madeira e novamente levados a camara climatica, que ficaram nas

mesmas temperaturas das larvas.

Quando o estagio de pupa foi atingido, estas foram transferidas para as gaiolas teladas
na sala climatizada, encerrando o ciclo de criacdo. A fim de manter a padronizacdo nos
resultados, apenas as geraces F2 e F3 foram utilizadas nos experimentos, por estas serem
progénies de uma geracdo cujo desenvolvimento ocorreu inteiramente em condigdes

laboratoriais controladas.
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Figura 1 Armadilha com carne moida em
decomposicdo utilizada na captura da geracdo
parental (esquerda), gaiola utilizada para armazenar
os adultos (canto superior direito) e frasco de vidro
com carne moida para desenvolvimento dos imaturos
na camara climética (Fonte: Thiago de Lima).

3.2 Coleta dos extratos de ovarios e ovos

Dez fémeas gravidas (11 dias depois do primeiro contato com fonte proteica) foram
anestesiadas a -20 °C por cinco minutos. Apos esse periodo, os ovarios foram removidos e
colocados a temperatura ambiente (25-27 °C) por cinco minutos. Dessa maneira, pode-se

considerar que os ovarios estavam frescos.

Depois desses cinco minutos, 10 ovarios foram colocados em um frasco (10 ml), e o
solvente foi adicionado (2 ml). Ap6s 10 minutos, o solvente foi removido e colocado em um
vial de 2 ml. Duas extracdes foram realizadas, uma com 2 ml de éter dietilico (composto polar)
e outra com 2 ml de hexano (composto apolar) para cada espécie. Os extratos foram
armazenados a -20 °C até o uso. Ao todo, foram feitos 2 vials de extrato de ovario para cada

espécie, 1 vial com 2 ml de éter e outro com 2 ml de hexano.

Para isolar os compostos dos ovos, o processo foi muito semelhante. Massas de ovos
frescos (0,4-0,5 g) foram coletadas imediatamente apds a oviposi¢do. Cada massa de ovo ficou
exposta ao ambiente por um determinado tempo a 25-27 °C: 0 h (5 minutos), 5 h e 10 h; depois
disso, cada massa foi colocada em um frasco de 10 ml, e o solvente foi adicionado. Duas

extragBes foram realizadas, uma com 2 ml de éter e outra com 2 ml de hexano, para cada tempo
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por espécie. Os extratos também foram armazenados a -20 °C até o uso em vials de 2 ml. Ao
todo, foram feitos 6 vials para cada espécie de mosca-varejeira (2 ml de 0 h, 5 h e 10 h de éter
e outros 2 ml de cada tempo de hexano).

3.3 Bioensaios

Para verificar se as fémeas tém preferéncia por locais com extrato de ovos ou ovarios
sobre locais controle (apenas com o solvente equivalente), considerando, principalmente, a
percepcdo olfativa e a quimica por contato delas, foram realizados ensaios de dupla escolha
(Figura 3) (RINKER et al., 2013).
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Figura 2 Esquema do ensaio de dupla escolha. A esquerda, uma visdo geral e lateral
do ensaio, com a cAmera sendo posicionada para gravar a parte superior da gaiola. A
direita, a visdo da cAmera. As duas placas de petri acima da visdo da camera ilustram
uma placa de petri apenas com o papel filtro, sem substrato (direita) e uma com
substrato, posicionado em volta do papel filtro (esquerda). A gaiola foi rotacionada
em 180° a cada quatro repeticdes, para evitar efeitos tendenciosos.

Cinco fémeas gravidas foram liberadas em uma gaiola (15 cm X 15 cm X 15 cm)
contendo duas placas de Petri em duas extremidades opostas; as placas ficavam separadas por
10 cm, cada uma contendo um disco de papel filtro, onde foi adicionado 0,2 ml do extrato ou
do controle (apenas solvente). Os tratamentos foram divididos em cenarios sem substrato e com
substrato, no caso, carne moida bovina. Cinquenta gramas de substrato, quando presente, foram
posicionados ao redor do papel filtro com extrato ou o solvente, fora desse papel, mas ainda
dentro da placa de petri. Para manter uma padronizacdo, o substrato adquirido ficava na

geladeira por um dia inteiro para poder ser utilizado nos ensaios. Foram realizadas oito
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repeticGes para cada tratamento com ovos (Tabela 1), ovérios e tratamentos controle (Tabela 2)
por espécie, nas tabelas, cada letra corresponde a um tratamento. Cada repetigdo foi filmada por
duas horas; depois desse periodo, o extrato, o solvente controle e as fémeas foram trocados para

iniciar uma nova repeticao.

N&o foi possivel posicionar a cAmera de uma maneira que pegasse a gaiola inteira, entdo
dois pequenos pontos cegos foram criados nas imagens das gravagdes (Figura 2), 0 que nao
afetou as observacgdes. A cada quatro repeticdes, a gaiola era virada 180° (trocando as posicdes
da placa com extrato e da placa controle) a fim de evitar alguma tendéncia. A cada dia, duas
repeticGes eram realizadas de manha, das 6 as 10 horas da manhd, e duas no periodo da tarde,
das 12 as 18 horas, totalizando oito repeticbes em dois dias. Caso houvesse oviposic¢dodurante
0 processo, 0s 0vos eram pesados. Os seguintes itens foram observados nos videos para cada
cenario: (nv) numero de visitas (é considerada uma visita se o individuo permanecer no minimo
10 segundos no papel filtro), o (tpv) tempo (em minutos) que demorou para ocorrer a primeira

visita (no papel filtro) e o (tv) tempo (em minutos) de cada visita (no papel filtro).
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Tabela 1 Tratamentos realizados nos ensaios de dupla escolha com os extratos de ovos. Cada letra indica um
tratamento, “A”, por exemplo, é o tratamento com C. megacephala, sem substrato, realizado com éter que
compara o extrato de ovo de 0 horas e seu respectivo controle (sem o extrato, apenas o solvente). Ao todo,

foram 96 repeti¢Bes em 12 tratamentos por espécie.

Letra Tratamento
Solvente Cenario Especie

A Eter Controle vs Extrato de ovos 0 h sem substrato C. megacephala
B Eter Controle vs Extrato de ovos 0 h com substrato C. megacephala
C Eter Controle vs Extrato de ovos 5 h sem substrato C. megacephala
D Eter Controle vs Extrato de ovos 5 h com substrato C. megacephala
E Eter Controle vs Extrato de ovos 10 h sem substrato C. megacephala
F Eter Controle vs Extrato de ovos 10 h com substrato C. megacephala
G Hexano Controle vs Extrato de ovos 0 h sem substrato C. megacephala
H Hexano Controle vs Extrato de ovos 0 h com substrato C. megacephala
| Hexano Controle vs Extrato de ovos 5 h sem substrato C. megacephala
J Hexano Controle vs Extrato de ovos 5 h com substrato C. megacephala
K Hexano Controle vs Extrato de ovos 10 h sem substrato C. megacephala
L Hexano Controle vs Extrato de ovos 10 h com substrato C. megacephala
M Eter Controle vs Extrato de ovos 0 h sem substrato C. albiceps

N Eter Controle vs Extrato de ovos 0 h com substrato C. albiceps
@) Eter Controle vs Extrato de ovos 5 h sem substrato C. albiceps

P Eter Controle vs Extrato de ovos 5 h com substrato C. albiceps
Q Eter Controle vs Extrato de ovos 10 h sem substrato C. albiceps

R Eter Controle vs Extrato de ovos 10 h com substrato C. albiceps

S Hexano Controle vs Extrato de ovos 0 h sem substrato C. albiceps

T Hexano Controle vs Extrato de ovos 0 h com substrato C. albiceps

U Hexano Controle vs Extrato de ovos 5 h sem substrato C. albiceps
\ Hexano Controle vs Extrato de ovos 5 h com substrato C. albiceps
w Hexano Controle vs Extrato de ovos 10 h sem substrato C. albiceps
X Hexano Controle vs Extrato de ovos 10 h com substrato C. albiceps

Todos os testes foram realizados entre setembro e abril, 0s meses mais quentes do ano,
que sdo as épocas de maior atividade desses insetos, ja que a maioria das moscas-varejeiras €
considerada diurna e relativamente inativa a noite (PAYNE, 1965; BYRD e TOMBERLIN,
2019). Para manter a padronizacdo, todos os tratamentos foram conduzidos dentro de B.O.D.s

com a temperatura constante de 25 + 1 °C e 60% de umidade relativa.
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Tabela 2 Tratamentos realizados nos ensaios de dupla escolha com ovarios (A’ a H’) e os ensaios controle,
apenas com os solventes (Al a H1). Nos tratamentos controle, os dois cendrios comparados eram iguais e nao
tinham extratos, apenas solventes. Ao todo, 36 repetices em 4 tratamentos por espécie para ovario e mais 36
para o controle.

Letra Tratamento
Solvente Cenério Espécie
A Eter Controle vs Extrato de ovarios sem substrato C. megacephala
B' Eter Controle vs Extrato de ovarios com substrato C. megacephala
c Hexano  Controle vs Extrato de ovarios sem substrato C. albiceps
D' Hexano  Controle vs Extrato de ovarios com substrato C. albiceps
E' Eter Controle vs Extrato de ovarios sem substrato C. megacephala
F Eter Controle vs Extrato de ovarios com substrato C. megacephala
G' Hexano  Controle vs Extrato de ovarios sem substrato C. albiceps
H' Hexano  Controle vs Extrato de ovarios com substrato C. albiceps
Al Eter Controle vs Controle sem substrato C. megacephala
Bl Eter Controle vs Controle com substrato C. megacephala
C1 Hexano Controle vs Controle sem substrato C. albiceps
D1 Hexano Controle vs Controle com substrato C. albiceps
El Eter Controle vs Controle sem substrato C. megacephala
F1 Eter Controle vs Controle com substrato C. megacephala
Gl Hexano Controle vs Controle substrato C. albiceps
H1 Hexano Controle vs Controle com substrato C. albiceps

Os tratamentos com ovério e os tratamentos controle também foram realizados nas
mesmas condi¢cdes mencionadas acima. Os tratamentos controles foram realizados com o
objetivo de averiguar se apenas as placas de petri (s6 com o papel filtro) ou o substrato, quando
presente, ja seria suficiente para atrair as fémeas, a fim de comparar seus resultados com 0s
cenarios controles de todos 0s outros tratamentos. Apesar desses ensaios serem considerados
ensaios de dupla escolha, o protocolo utilizado para os bioensaios desta pesquisa foi modificado
e, consequentemente, desenvolvido pelo autor para melhor se adequar as espécies envolvidas,
testes preliminares foram realizados sem camera (observacdo visual) e sem placa de petri
(extratos e substrato colocados diretamente no papel filtro), por exemplo, e ndo se mostraram

eficazes.

ApOs gerar as médias para todos os itens observados (nv, tpv e tv), em todos os

tratamentos, dois testes foram aplicados para avalia-las.

O teste de Hipdtese de Proporcdo Bilateral foi utilizado para comparar o nimero de
visitas (nv) que cada extrato e seu respectivo controle recebeu, tanto para cenarios com ovos,

ovarios e os tratamentos controles (nesse caso, sem extratos, apenas solventes). Esse teste
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consiste em uma regra de decisdo utilizada para aceitar ou rejeitar uma hipotese estatistica com
base em elementos amostrais, comparando-se o parametro “z” encontrado com o “z” tabelado
(FONSECA e MARTINS, 1996). Nesse caso, para se aceitar a hipdtese nula, o valor do médulo
de “z” encontrado deve ser menor que o valor de “z” tabelado (1,96 para o = 5%) e para rejeitar
essa hipdtese, o valor do modulo de “z” encontrado deve ser maior que o valor de “z” tabelado
nas mesmas condi¢des, tendo como hipdtese nula, a ndo preferéncia por nenhuma situacao

apresentada.

E o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Student-Newman-Keuls) (TRIOLA, 2005)
foi utilizado para comparar o tempo da primeira visita (tpv) e o tempo de cada visita (tv) que
0s extratos e seus respectivos controles obtiveram, tanto para ovos, para OVarios e 0S
tratamentos controles. Esse teste compara amostras independentes, identificando grupos

diferentes para p < 0,05 e grupos iguais para p > 0,05.

Apos as andlises individuais (cada item dentro de seu tratamento), o teste de Kruskal-
Wallis (Student-Newman-Keuls) também foi utilizado para fazer outras comparacgdes: (1) foi
analisado, para “tpv”, “tv’ e “nv”, se ha diferencas entre os tempos dos extratos no mesmo
solvente (por exemplo, comparar “tpv” entre os extratos de 0 h, 5 h e 10 h em éter) apenas para
0s extratos de ovos, ja que nos cenarios com ovarios, ha somente um tempo (fresco, 0 h); (2)
foi analisado se ha diferenca entre 0 mesmo tempo de extrato para solventes diferentes (por
exemplo, comparar “tpv” nos extratos de 0 h entre éter e hexano) tanto para ovos, ovarios e
tratamentos controles; e (3) comparar 0s cenarios sem substrato e com substrato no mesmo
solvente (por exemplo, comparar “tpv’’ nos locais sem substrato e com substrato no éter). Todos

os testes foram feitos através do programa Bioestat 5.0 (SANTOS e AYRES, 2007).

Em alguns casos, ao utilizar o teste de Kruskal-Wallis, 0 nimero de visitas, o tempo da
primeira visita e 0 tempo de cada visita, podem assumir valores que resultam em postos
idénticos (na etapa de determinacdo de postos da férmula do célculo), isso resulta em um erro
no programa, porém isso apenas significa que o grupo de dados € igual e pode-se assumir que

o valor de p € igual ou maior que 0,05 (p = 1 para ser mais exato).

3.4 ldentificacdo dos compostos

As amostras de hexano e éter utilizadas nos bioensaios foram analisadas em um sistema

de Cromatografia Gasosa com deteccgdo por ionizagao de chamas (CG-DIC; GC2010 Shimadzu
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Corp., Kyoto, Japdo) equipado com coluna capilar apolar Rtx-1 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm,;
Restek, Bellefonte, PA, USA). Um microlitro de cada amostra foi injetado a 250 °C em modo
“splitless” por meio de um injetor automatico (AOC-20i, Shimadzu Corp., Kyoto, Japao), em
uma programacao de 40 °C por 5 min, elevando-se a 10 °C/min até 280 °C onde permaneceu
por 30 min. O hélio foi utilizado como gé&s de arraste a 1,3 ml/min em velocidade linear de 30,3
cm/s. Apos analise exploratoria das amostras dos bioensaios, novas amostras foram coletadas
para quantificacdo. Para isso, foram amostradas cinco repeti¢des de 400 pl para cada tratamento
(0 h, 5 h e 10 h para superficie dos ovos). Em uma aliquota de 100 pl de cada amostra foram
adicionados 5 pl de uma solucgdo de octadecano (1000 ppm) como padréo interno. Os mesmos
pardmetros iniciais de analise em CG-DIC foram utilizados e a quantificagdo consistiu no
calculo da porcentagem das areas de pico dos analitos em relacdo a area do pico do padrdo

interno.

A identificacdo dos compostos foi realizada por meio da cromatografia gasosa acoplada
ao espectrometro de massas (GC-MS; GC-2010QP Ultra, Shimadzu Corp., Kyoto, Japéo),
tendo hélio como géas de arraste a 1,3 ml/min em velocidade linear de 41,1 cm/s. As amostras
foram injetadas conforme as condicGes de temperatura de injecdo e de forno realizadas nas
analises por GC-FID. A fonte de ions bem como a interface foram mantidas a 280 °C. Os
espectros de massas foram gerados por impacto de elétrons a 70eV, e os ions analisados no
intervalo de 35-300 m/z. Um padré&o de alcanos (C+-Cao) foi injetado nas mesmas condicées de
andlise para o célculo do indice de retencdo de Kovats (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963).
Para a identificacdo, utilizou-se a base de dados da biblioteca NIST 11, bem como os indices
de Kovats, como referéncia externa, considerando os tempos de retencdo relatados na literatura
(MOORE, 2013; XU et al., 2014; BARBOSA et al., 2017; PAULA et al., 2017, 2018; LUNAS
et al., 2019).

Compostos com area percentual relativa igual ou maior que 5% foram considerados

majoritarios para o perfil quimico analisado de ambas as espécies estudadas.

Para avaliar se existe diferenca significativa no perfil de compostos das trés idades de
ovo estudadas, para C. megacephala e C. albiceps, utilizamos a analise discriminante aplicando
as areas relativas de todos os compostos detectados pela analise cromatografica. Ela é indicada
por revelar um conjunto de variaveis que melhor diferenciam os grupos avaliados (QUEEN;
QUINN; KEOUGH, 2002). Nessa analise, o valor de “P” ¢ considerado significativo quando
apresenta resultado igual ou inferior a 0,05. J&4 o Wilks’ Lambda ¢ utilizado como medida da

diferenca entre os grupos, sendo que valores proximos a zero indicam ndo sobreposi¢do dos
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ambientes, enquanto valores proximos a 1 indicam a sobreposi¢do e assim inexisténcia de
diferenca significativa entre eles (MANLY e ALBERTO, 2008).

3.5 Coleta do material genético bacteriano

Para cada espécie, trés fémeas gravidas (11 dias depois do primeiro contato com fonte
proteica) foram anestesiadas a -20 °C por cinco minutos. Apds esse periodo, 0s ovarios foram
removidos e colocados a temperatura ambiente (25-27 °C) por cinco minutos. Cada par de
ovario foi colocado em um cadinho esterilizado, onde nitrogénio liquido foi adicionado. Os
ovarios foram macerados com um pistilo esterilizado até atingirem a aparéncia de um pé bem
fino. Foram utilizados 20 mg do material macerado no kit Cells and Tissue DNA lIsolation Kit,
da Norgen Biotek Corporation, seguindo as etapas 1A — 2 — 3 — 4 e 5 do manual do fabricante.

No total, trés extracdes foram realizadas.

A extracdo no substrato teve um método semelhante: cinquenta gramas de substrato
(carne bovina moida) foram colocados em uma gaiola de C. megacephala e outros 50 g em uma
gaiola de C. albiceps por 30 minutos (nas mesmas condi¢cdes dos bioensaios), o substrato ndo
tinha contato com os individuos, estava apenas no mesmo local e nas mesmas condicdes. Apos
esse acondicionamento, 2 g do substrato foram retirados, congelados com nitrogénio liquido e
macerados até atingirem a aparéncia de um p6 bem fino, que passou pelo mesmo processo

descrito para os ovarios. No total, trés extracGes foram realizadas para cada espécie.

Realizar a identificacdo das bactérias no substrato tem como objetivo um controle
adequado da comunidade bacteriana dos ovarios e da superficie dos ovos de ambas as espécies,
foi realizada para ajudar na identificacdo das bactérias presentes apenas nessas estruturas,
portanto, todas as espécies de bactérias comuns ao substrato, aos ovarios e a superficie dos ovos
para cada espécie de mosca-varejeira ndo foram incluidas nas descricbes da comunidade
bacteriana de C. megacephala e C. albiceps (Apéndice B — Resultados complementares

[Comunidade bacteriana dos substratos de C. megacephala e C. albiceps]).

E para finalizar, como apenas as bactérias das superficies dos ovos eram de interesse

para a pesquisa, o seguinte método de extracdo foi desenvolvido.

Uma massa de ovos pesando entre 0,08-0,1 grama foi colocada dentro de um tubo de

centrifugacdo, junto com 0,75 ml de solugéo tampdao (cobrindo completamente a massa de



33

0Vvos), em seguida, o tubo foi levado a um sonicador e ficou no banho por 30 minutos. O banho
ajuda a separar as bactérias da superficie dos ovos. Outra vantagem desse método é que ele ndo
rompe a parede dos ovos e afeta somente 0s micro-organismos de sua superficie. Apos o banho,
uma pequena quantidade de pérolas de vidro e 300 pl de uma solucdo tampéo de lise foram
adicionados ao tubo, que foi levado a um agitador vortex por 10 minutos para concluir e
completar o processo de ruptura da parede celular dos micro-organismos. Como a parede celular
das bactérias é rigida, as pérolas proporcionaram um maior poder de quebra das ligacGes
quimicas presentes nessa parede, facilitando a liberacdo do material genético da bactéria
(HIRAL et al., 2017). Depois desse processo, a solucdo resultante foi separada dos ovos e
utilizada nas etapas 1D — 2 — 3 — 4 e 5 do manual do fabricante do kit Cells and Tissue DNA
Isolation Kit, da Norgen Biotek Corporation. No total, cinco extragdes como essa foram
realizadas para cada espécie. Como ndo ha na literatura protocolos de extracdo em tais
estruturas dessas espécies de moscas-varejeiras, ambos os protocolos (ovarios e superficie dos
ovos) foram desenvolvidos pelo autor para atenderem as espécies em questdo, testes
preliminares utilizando diferentes metodologias nao atingiram adequadamente 0s objetivos de
extracdo de DNA.

Apos obtencdo do material genético (mais detalhes no Apéndice B — Resultados
complementares [Extracdo de DNA]), as amostras foram enviadas para a empresa Macrogen
Inc. (Coreia do Sul), onde houve a construcdo de bibliotecas de amplicon das regifes V3-V4
do gene 16S rRNA, seguido de sequenciamento na plataforma MiSeq Illumina (paired-end 2x
300pb).

3.6 Pré-processamento de reads, classificacdo taxondmica e analises de
associacao

Todas as amostras obtidas foram inicialmente analisadas no programa de controle de
qualidade FASTQC version 0.11.5, Babraham Bioinformatics
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Verificada a alta qualidade do
sequenciamento obtido, considerando valor minimo de Phred 20, as amostras passaram para a
etapa de classificacdo taxondmica no programa web MG-RAST (Metagenomic Rapid
Annotations using Subsystems Technology - Anotacdo Rapida Metagendmica utilizando
Tecnologia de Subsistemas) (AZIZ et al., 2008). O programa MG-RAST realiza a analise de

dados metagendmicos, assim pode-se analisar tanto bibliotecas metatranscriptbmicas como de


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
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amplicons (16S, ITS, 18S). Para as analises dos amplicons 16S foram usados como entrada
arquivos no formato FASTQ para cada amostra. Inicialmente, o programa realiza uma andlise
e filtragem por qualidade, que inclue retirada de reads duplicados artificialmente. As reads sao
agrupadas por similaridade considerando-se identidade minima de 97% para realizar o
agrupamento de sequéncias. A maior sequéncia de cada cluster é selecionada como sequéncia
representativa e € usada para a classificacdo taxondmica usando o programa BLAT (KENT,
2002) contra a base de dados M5rna (disponivel na plataforma do MG-Rast) a qual integra os
bancos de dados SILVA, Greengenes e RDP (Ribosomal Database Project) (Apéndice A),
todos utilizados nesta pesquisa para classificar as sequéncias. Com esses resultados foram
obtidos diferentes graficos e tabelas dos grupos taxondmicos identificados, curvas de rarefacdo
e diagramas de Venn (BARDOU et al., 2014).

Para analisar uma possivel relacdo entre as bacterias existentes nos ovarios e nos ovos
para cada espécie, foram utilizados coeficientes de correlacdo lineares e ndo lineares, que
ajudam a medir e a entender como duas variaveis se comportam em cenarios distintos
(LARSON e FARBER, 2015), nesse caso, as variaveis sdo as quantidades de sequéncias

agrupadas em um taxon, que indicam a abundancia do grupo taxonémico na amostra.

O coeficiente de correlacdo de Pearson ou r de Pearson mede o grau da correlacdo linear
entre duas variaveis quantitativas (representado pela letra “r’). Esse indice varia de -1 a 1, que

refletem a intensidade da relacdo entre as variaveis (FILHO, 2009).
r =1 - correlacdo perfeita positiva entre as duas variaveis.

r = -1 - correlagdo negativa perfeita entre as duas variaveis, ou seja, se uma aumenta, a outra

sempre diminui.
r =0 - as duas variaveis ndo dependem linearmente uma da outra.

A tabela 3 resume como interpretar valores do coeficiente de Pearson (VARGAS;
MALDONADO-MACIAS; GARCIA-ALCARAZ, 2017).

Tabela 3 Valores de "r" e como interpreta-los.

Valor de r (+ ou -) Interpretagdo
0.00a0.19 Correlacio muito fraca
0.20a0.39 Correlacdo fraca
0,40 a 0,69 Correlacio moderada
0.70a0.89 Correlacio forte

0.90a1.00 Correlacio muito forte
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No entanto, pode existir uma outra dependéncia que seja "néo linear". Assim, resultados

préximos de r = 0 devem ser investigados por outros meios.

O coeficiente de correlacdo de Spearman, representado pela letra “p” (rho), ¢ uma
medida de correlacdo ndo-paramétrica, utilizada para investigar correlagfes ndo existentes no
método linear (VARGAS; MALDONADO-MACIAS; GARCIA-ALCARAZ, 2017), avalia o
quao boa a relacdo entre duas variaveis pode ser descrita usando uma funcdo mondtona

Também varia seu indice de -1 a 1, que é interpretado seguindo os valores da Tabela 3.

O coeficiente de correlagdo de Kendall, t (tau), ¢ uma medida de associacdo para
variaveis ordinais. Uma vantagem de 1T sobre o coeficiente de Spearman ¢ que T pode ser
generalizado para um coeficiente de correlagéo parcial (VARGAS; MALDONADO-MACIAS;
GARCIA-ALCARAZ, 2017). Esse coeficiente também varia de -1 a 1 e segue as interpretacdes

de valores da Tabela 3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaios
4.1.1 Extratos de ovos

As tabelas a seguir mostram as medias para os itens “tpv” (tempo da primeira visita, em

minutos), “nv”’ (numero de visitas) e “tv”’ (tempo de cada visita, em minutos), seus desvios

[13e2] [}

padrdes e os valores das andlises estatisticas, “p” para “tpv’ e “tv’ e “z” para “nv”, que
comparam 0s cenarios com extrato e sem extrato. Também foi utilizado Kruskal-Wallis (p) para

saber se existiu diferenca estatistica entre os diferentes extratos (0 h, 5 h e 10 h).

Tabela 4 Valores encontrados para “tpv” (minutos), “nv” e “tv”” (minutos) para todos 0s tratamentos de C.
megacephala em éter. Para p < 0,05, ha diferenca entre os cenarios. Para z > 1,96, ha preferéncia por um cenario.

C. megacephala
A-Controlevs Extratoovos 0hem étersemsubstrato B - Controle vs Extrato ovos 0 h em éter com substrato
p=03 z=44 p=0,04 p=0,07 2=2,74 p=0,02
tpv nv tv tpv nv tv

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
59,1+252 474227 0,3+0,7 2+17 92+0,3 41+0,6

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
37,7+42.9 108,1+4,2 1,2+0,8 0,37+0,5 15+11 0,1+0,2

C-Controlevs Extratoovos5hem étersemsubstrato

D - Controle vs Extrato ovos 5h em éter com substrato

p=1 z=16 p=03

tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
2244229 28,5+9,6 0,240,7 0,6+0,9 3,5+0,1 85,64+2,3

p=01 z=0 p=08
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
38,3+4,395,7+14,80,2+0,4 0,2+0,4 0,1+0,20,2+0,3

E-Controlevs Extratoovos 10hemétersemsubstrato

F - Controle vs Extrato ovos 10 h em éter com substrato

p=1 z=3 p=0,3
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
83+0 10,3+7,3 0,1+0,3 1+1,6 1,8+0,08 41,2409

p=0,04 2=0,32 p=08
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
50,5+8,6 76,4+179 12+1,7 11415 6,9+125 2,9+35

Na tabela 4, observado primeiramente os tratamentos sem substrato (esquerdo da tabela,
A, C e E) pode-se observar que nao houve diferencas estatisticas significativas entre os cenarios
com extrato e seus controles para “tpv”’. Também ndo existiu diferenga estatistica entre os
diferentes extratos (p = 0,053), ou seja, as moscas demoraram o mesmo tempo, em média, para
chegar pela primeira vez nos extratos de 0 h, 5 h e 10 h. Para “nv”, houve diferenca estatistica
significativa entre 0s cenarios com extratos e seus controles nos tratamentos A e E, 0s cenarios
com extratos receberam mais visitas do que seus respectivos controles, porém ndo existiu
diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,18), ou seja, as moscas visitaram
igualmente os extratos de 0 h, 5 h e 10 h. E para “tv”, houve diferenga estatistica significativa

entre o cenario com extrato e seu controle no tratamento A, a visita no cenario com extrato dura
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mais tempo, porém néo existiu diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,82), ou

seja, as moscas passaram 0 mesmo tempo por visita nos extratos de 0 h, 5he 10 h.

Também na tabela 4, observa-se os resultados para os tratamentos B, D e F, éter com
substrato. Observa-se para “tpv” que houve diferenga estatistica significativa entre o cenario
com extrato e seu controle no tratamento F, o cenario com extrato de 10 h demorou mais para
receber a primeira visita do que seu controle, porém ndo existiu diferenca estatistica entre os
diferentes extratos (p = 0,06), ou seja, as moscas demoraram 0 mesmo tempo, em média, para
chegar pela primeira vez nos extratos de 0 h, 5 h e 10 h. Para “nv”, houve diferenca estatistica
significativa no tratamento B, o nimero de visitas € maior no cenario sem extrato, porém ndo
existiu diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,53), ou seja, as moscas visitaram
igualmente os extratos de O h, 5 h e 10 h. E para “tv”, apenas em B houve diferenca estatistica
significativa entre o cenario com extrato e seu controle, as fémeas ficam mais tempo no cenario
sem o extrato de 0 h. Também néo existiu diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p =

0,39), ou seja, as moscas passaram 0 mesmo tempo por visita nos extratos de 0 h, 5h e 10 h.

A tabela 5 abaixo mostra os resultados encontrados para C. megacephala, hexano como

solvente, extratos de ovos, com e sem substrato.

Tabela 5 Valores encontrados para “tpv” (minutos), “nv” e “tv”’ (minutos) para todos os tratamentos de C.
megacephala em hexano. Para p < 0,05, ha diferenca entre os cenarios. Para z > 1,96, ha preferéncia por um
cenério.

C. megacephala
G-Controlevs Extratoovos 0hemhexano semsubstrato H - Controle vs Extrato ovos 0 h em hexano com substrato

p=1 z=0,3 p=0,6 p=0,6 z=3,6 p =0,04

tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato

61,6+18,762,8+276 1+13 1+13 447 137+20,6

tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
23,8+21,7 10,6442 22+21 47+420,8+0,7 35+4.2

1-Controlevs Extrato ovos 5hemhexano semsubstrato
p=0,7 z=55 p=04
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
39,2+27,4 31,6+12,7 0,640,7 3,643,70,2+0,3 3,4+3,6

J-Controle vs Extrato ovos 5 h em hexano com substrato
p=04 z=08 p=05
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
41,6427,8 27,7457 25421 3+2,7 10,9+12,28,249.3

K - Controle vs Extrato ovos 10 h em hexano sem substrato
p=0 =0 p=0
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
5554347 @ 0609 0 02403 0

L - Controle vs Extrato ovos 10 h em hexano com substrato

p=1 z=0,8 p=03

tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
56,4438,2 59,6443,4 1,3+15 1,7+27 6,4+12.4 16426

Na tabela 5, em tratamentos sem substrato, para “tpv”, pode-se observar que ndo houve

diferencas estatisticas significativas entre 0s cenarios com extrato e seus controles (no
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tratamento K, o cenario com extrato de 10 h ndo recebeu visitas, portanto ndo foi possivel
analisa-lo estatisticamente em “tpv’” nem “tv’’). Também ndo existiu diferenga estatistica entre
os diferentes extratos (p = 0,083), ou seja, as moscas demoraram 0 mesmo tempo, em média,
para chegar pela primeira vez nos extratos de 0 h e 5 h. Para “nv”, houve diferenca estatistica
significativa entre os cenarios com extratos e seus controles no tratamento I, ocorrem mais
visitas no cenario com extrato, porém ndo existiu diferenca estatistica entre os diferentes
extratos (p = 0,39), ou seja, as moscas visitaram igualmente os extratos de 0 h e 5 h. E para
“tv”, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os cenarios com extratos e seus controles
em nenhum tratamento. Assim como nao existiu diferenca estatistica entre os diferentes extratos

(p =0,4), ou seja, as moscas passaram 0 mesmo tempo por visita nos extratos de 0 he 5 h.

Também na tabela 5, observa-se 0s resultados para os tratamentos H, J e L, hexano com
substrato. Observa-se para “tpv’”’ que ndo houve diferencas significativas entre os cenarios com
extrato e seus controles em nenhum tratamento, porém existiu diferenca estatistica entre os
diferentes extratos, em 0 h demorou-se menos para acontecer a primeira visita do que nos
extratos de 5 h e 10 h (p = 0,0049 e 0,0036, respectivamente). Para “nv”, houve diferenga
estatistica significativa entre o cenario com extrato e seu controle no tratamento H, no cenario
com extrato ocorrem mais visitas, porém ndo existiu diferenca para os numeros de visitas ao
compara-los entre os diferentes extratos (p = 0,15), ou seja, as moscas Vvisitaram igualmente os
extratos de 0 h, 5 h e 10 h. E para “tv”, nota-se novamente diferenca estatistica significativa
entre o cenario com extrato e seu controle no tratamento H, no cenario com extrato, as visitas
duraram mais tempo. Mas ainda ndo existiu diferenca estatistica para os tempos de cada visita
ao compara-los entre os diferentes extratos (p = 0,27), ou Seja, as moscas passaram 0 mesmo
tempo por visita nos extratos de 0 h, 5 h e 10 h. Os resultados a seguir foram encontrados para

C. albiceps.

A tabela 6 abaixo mostra os resultados das analises aplicadas para os tratamentos com

C. albiceps, éter como solvente, extratos de ovos, com e sem substrato.
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Tabela 6 Valores encontrados para “tpv” (minutos), “nv”’ e “tv”” (minutos) para todos os tratamentos de C.
albiceps em éter. Para p < 0,05, ha diferencga entre os cenarios. Para z > 1,96, ha preferéncia por um cenario.

C. albiceps
M- Controlevs Extratoovos 0 hem étersemsubstrato N - Controle vs Extrato ovos 0 h em éter com substrato
p=0,7 =82 p=0,01 p=01 z=11 p=08
tpv nv tv tpv nv tv

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
37,4476 48,7+39,3 0,6+0,9 5.8+4,60,2+0,4 8,1+7,3

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
84,5+8,1 27,8+8,4 0,5+0,9 0,2+0,4 0,9+1,90,06+0,1

O-Controlevs Extratoovos 5h em étersemsubstrato

P - Controle vs Extrato ovos 5 h em éter com substrato

p=0,1 z=04 p=05
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
36,4+32,7 71,2+32 0,6+0,7 0,7£0,7 0,440,7 0,5£0,6

p=0,006 z2=1,87 p =0,008
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
21,7+413,885,1+31,1 3,543,52,242,9 11,9482 3+4,7

Q-Controlevs Extratoovos 10 hem éter semsubstrato

p=0,05 z=6,1 p=0,006
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato

R - Controle vs Extrato ovos 10 h em éter com substrato
p=0,56 z=21 p=04
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato

93,3+17,431,2+46 1,2+0,8 51427 4457 31,2+208 31,9+20,916,1+44 03+0,7 1+17 0,1+0,2 24449

Na tabela 6, para tratamentos sem substrato, pode-se observar que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os cendrios e seus controles para “tpv”’. Também nao existiu
diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,07), ou seja, as moscas demoraram o
mesmo tempo, em média, para chegar pela primeira vez nos extratos de 0 h, 5 h e 10 h. Para
“nv”, houve diferencgas estatisticas significativas entre os cendrios e seus controles nos
tratamentos M e Q, nos cenarios com extrato, o nimero de visitas foi maior. Também existiu
diferenca nos nimeros de visitas ao compara-los entre os diferentes extratos, ou seja, houve um
maior numero de visitas em 0 h e 10 h em relagdo ao extrato de 5 h (p = 0,007 e 0,0065,
respectivamente). E para “tv”, houve diferencas estatisticas significativas entre os cendrios e
seus controles nos tratamentos M e Q, nos cenarios com extratos, as visitas duram mais tempo.
Também existiu diferenca para os tempos de cada visita entre os cenarios de 10 he 5 h (p =

0,003), ou seja, as moscas passaram mais tempo por visita no nos extratos de 10 h.

Também na tabela 6, pode-se observar os resultados para os tratamentos N, P e R, éter
como solvente, ovos e com substrato. Para “tpv”, houve diferenga estatistica significativa entre
0 cenario com extrato e seu controle no tratamento P, as fémeas demoraram mais tempo para
visitar o cenario com extrato. Também existiu diferenca para os tempos da primeira visita entre
0s extratos de 5 h e 10 h (p = 0,008), em 10 h demorou-se menos para acontecer a primeira
visita do que no extrato de 5 h. Para “nv”, houve diferenca estatistica significativa entre o

cenario com extrato e seu controle no tratamento R, no cenario com extrato ocorreram mais
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visitas. Porém, ndo existiu diferenca entre os diferentes extratos (p = 0,42), ou seja, as moscas
visitaram igualmente os extratos de 0 h, 5 h e 10 h. E para “tv”, houve diferenca estatistica
significativa entre o cenario com extrato e seu controle no tratamento P, no cenério controle, as
visitas duraram mais tempo, porém ndo existiu diferenca entre os cenariosde O h,5he 10 h (p

=0,45), ou seja, as moscas passaram 0 mesmo tempo por visita em todos 0s extratos.

A tabela 7 abaixo mostra os resultados encontrados para C. albiceps, hexano como

solvente, extratos de ovos, com e sem substrato.

Tabela 7 Valores encontrados para “tpv” (minutos), “nv”’ e “tv”” (minutos) para todos os tratamentos de C. albiceps
em hexano. Para p < 0,05, h4 diferenga entre os cenarios. Para z > 1,96, ha preferéncia por um cenario.

C. albiceps
S-Controlevs Extrato ovos 0hem hexanosemsubstrato T - Controle vs Extrato ovos 0 h em hexano com substrato
p=1 z=08 p=0,7 p=07 z=172 p=08
tpv nv tv tpv nv tv

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
35,540 48,3+28,8 0,1+0,6 0,2+0,4 0,09+0,2 0,1+0,2

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
44 64222 439414705405 0,840,9 1413 1142

U-Controlevs Extratoovos5hemhexanosemsubstrato

V - Controle vs Extrato ovos 5 h em hexano com substrato

p=0,05 z=24 p=04
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
54447 214195 11+16 22421 09+1,3 3,846,7

p=0,08 z=16 p=05
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
56,3£25,731,2+14,7 12413 2438 11+13 2,7438

W - Controle vs Extrato ovos 10 h em hexano sem substrato

X-Controle vs Extrato ovos 10 h em hexano com substrato

p=01 z=21 p=05
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
16,7+15648,1+319 17421 0,8+14113+18,76,2+13,1

p=0,03 z=1,97 p=05
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
22,2492 553+23 1,1+13 2+38 15+15 17431

Na tabela 7, em tratamentos sem substrato, para “tpv”, observa-se que nao houve
diferenca estatistica significativa entre os cenarios e seus controles. Também ndo existiu
diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,29), ou seja, as moscas demoraram 0
mesmo tempo, em média, para chegar pela primeira vez nos extratos de 0 h, 5 h e 10 h. Para
“nv”, houve diferencas estatisticas significativas nos tratamentos U e W, o cenario com extrato
em U recebeu mais visitas, 0 oposto ocorre no tratamento W. No entanto, ndo existiu diferenca
estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,17), ou seja, as moscas Visitaram igualmente os
extratos de 0 h, 5 h e 10 h. E para “tv”, houve diferencas estatisticas significativas entre os
cendrios e seus controles. Também ndo existiu diferenca entre os diferentes extratos (p = 0,25),

OU seja, as moscas passaram 0 mesmo tempo por visita nos extratos de 0 h, 5h e 10 h.
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Também na tabela 7, pode-se observar os resultados para os tratamentos T, V e X,
hexano como solvente, ovos e com substrato. Para “tpv”, observa-se que houve diferenca
estatistica significativa entre o cenario com extrato e seu controle no tratamento X, no cenario
com extrato, as fémeas demoraram mais tempo para fazer a primeira visita, porém ndo existiu
diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,19), ou seja, as moscas demoraram 0
mesmo tempo, em média, para chegar pela primeira vez nos extratos de 0 h, 5 h e 10 h. Para
“nv”, houve diferenca estatistica no tratamento X, em que ocorreram mais visitas no cenario
com extrato, porém ndo existiu diferenca estatistica entre os diferentes extratos (p = 0,98), ou
seja, as moscas visitaram igualmente os extratosde 0 h, 5 he 10 h. E para “tv”, houve diferencas
estatisticas entre os cenarios e seus controles. Também ndo existiu diferenca entre os diferentes
extratos (p = 0,43), ou seja, as moscas passaram 0 mesmo tempo por visita nos extratos de 0 h,
5hel10h.

As tabelas a seguir (Tabelas 8 e 9) mostram um resumo dos resultados acima, elas
indicam os tratamentos em que os valores obtidos para cada item foram estatisticamente
maiores para 0s cenarios com o0s extratos quando comparados com seus controles.

Tabela 8 Resumo dos resultados dos tratamentos para Chrysomya megacephala. O “0” indica que os

valores obtidos nos cenarios com extratos foram estatisticamente maiores que os encontrados nos
controles. O “x” indica que ndo houve diferenca.

C. megacephala C. megacephala
Sem substrato - Eter C'om substrato - Eter

A-0Oh C-5h E-10h B-0h D-5h F-10h
tpw X X X to X X o
v o X o v X x X
tw o X k4 tw X X o

Sem substrato - Hexano Com substrato - Hexano

G-0h I-5h K-10h H-0h J-5h L-10h
tpv X X X v X X X
v x o X v o x X
v X X X tv o X X

Para C. megacephala, os tratamentos sem substratos e realizados com éter mostraram
diferencas em “nv” (0 h e 10 h) e “tv” (0 h), enquanto com hexano, apenas houve mais visitas

no tratamento de 5 h.
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Nos tratamentos com substrato e éter, apenas a primeira visita demorou mais para
ocorrer no cenério de 10 h, enquanto com hexano, um valor maior de “nv”’ e “tv” foi observado
nos tratamentos de O h.

Tabela 9 Resumo dos resultados dos tratamentos para Chrysomya albiceps. O “o” indica que os valores

obtidos nos cenarios com extratos foram estatisticamente maiores que os encontrados nos controles. O
“x” indica que ndo houve diferenca.

C. albiceps C. albiceps
Sem substrato - Eter Com substrato - Eter

M-0h O-5h Q-10h N-Oh P-5h E-10h
tpv X X X tpv X o X
v o X o v X X X
v o X o v X X X

Sem substrato - Hexano Com substrato - Hexano

S-0h U-5h W-10h T-0h WV-5h X-10h
tpv X X X tpv X X o
v X o X v X X o
v X X X v X X X

Na tabela 9, os tratamentos sem substrato e realizados com éter mostraram maiores
valores de “nv” e “tv” para os tratamentos de 0 h e 10 h, enquanto que para 0s realizados com
hexano, o “nv” em 5 h foi maior. Nos tratamentos com substrato realizados com éter, um maior
valor para “tpv” foi encontrado no cenario de 5 h, enquanto com hexano, no cenario de 10 h o

valor de “nv” e “tv”” foi maior.

As tabelas a seguir mostram se 0s resultados dos extratos diferem entre 0s solventes

99 ¢

para “tpv”, “nv” e “tv”.

Tabela 10 Comparacgdo entre os extratos em diferentes solventes. O simbolo "x" indica que ndo houve diferenca
entre os dados (p > 0), o "e" indica que houve diferenga (p < 0) e que o valor para o determinado item no éter foi

maior que no hexano, e o "h" indica que houve diferenca (p < 0) e que o valor para o determinado item no hexano
foi maior que no éter.

C. megacephala

Eter vs Hexano

Sem substrato Com substrato

Oh 5h 10h Oh 5h 10h
tpv X X X tpv h
v X X X v
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Natabela 10, ndo houve diferencas estatisticas entre os extratos para solventes diferentes
em cenarios sem substrato, enquanto nos cenarios com substrato, em 0 h, o valor de “tpv” foi
maior em hexano (demorou mais tempo para ocorrer a primeira visita) e os valores de “nv”’ e

“tv” foram maiores em éter (mais visita e maior tempo de visita).

Tabela 11 Comparagdo entre os extratos em diferentes solventes. O simbolo "x" indica que ndo houve
diferenca entre os dados (p > 0), o "e" indica que houve diferenca (p < 0) e que o valor para o determinado
item no éter foi maior que no hexano, e o0 "h" indica que houve diferenca (p < 0) e que o valor para 0
determinado item no hexano foi maior que no éter.

C. albiceps
Eter vs Hexano
Sem substrato Com substrato
Oh 5h 10h Oh 5h 10h
tpv X e X tpv X e h
v = X = v
v e e v e

Na tabela 11, houve diferenca estatistica entre 0s extratos para solventes diferentes em
cendrios sem substrato para “tpv”’ em 5 h, onde o valor em éter foi maior e para “nv” e “tv’ em
0 he 10 h, onde os valores de éter também foram maiores, enquanto nos cenarios com substrato,
o extrato de 5 h teve maior valor para “tpv”’ novamente em éter € maior valor em 10 h para

hexano, e nos extratos de 0 h observa-se maiores resultados de “nv” e “tv” no solvente éter.

Para os extratos dos ovos, também foi comparado se ha diferencas entre os cenarios

sem substrato e com substrato no mesmo solvente.

Tabela 12 Comparagao entre 0s cenarios sem substrato e com substrato para éter
(acima) e hexano (abaixo) para Chrysomya megacephala. O simbolo "Xx" indica
que ndo houve diferenca entre os dados (p >0), 0 "s/s" indica que houve diferenca
(p <0) e que o valor para o determinado item no cenario “sem substrato” foi maior,
e 0 "c/s" indica que houve diferenca (p < 0) e que o valor para o determinado item
no cenario “com substrato” foi maior.

C. megacephala

Eter
sem substrato vs com substrato
O h valor p 5h valor p 10 h valor p
tpv c/s 0.002 X 0.0831 c/s 0.0339
nv s/s 0.004 X 0.5272 X 0.7517
tv X 0.092 X 0.4622 X 0.2936
Hexano
sem substrato vs com substrato
0O h valor p 5h valor p 10 h valor p
tpv s/s 0.006 X 0.8065 X D
nv c/s 0.0117 X 0.8738 X D

tv X 0.8336 X 0.4622 X (7]
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Nota-se pela tabela 12 tempos maiores para localizar pela primeira vez o extrato nos
cenarios com substrato em éter e mais visitas no cenario sem substrato (0 h), enquanto o oposto
ocorre em hexano. Praticamente, ndo ha diferenca nos cenarios de 5 h e 10 h. O “@” indica que
ndo foi possivel fazer a comparacdo, pois no tratamento com hexano sem substrato em 10 h,

nao houve visitas.

Tabela 13 Comparagdo entre 0s cenarios sem substrato e com substrato para éter
(acima) e hexano (abaixo) para Chrysomya albiceps. O simbolo "x" indica que ndo
houve diferenga entre os dados (p > 0), o "s/s" indica que houve diferenca (p < 0)
e que o valor para o determinado item no cenario “sem substrato” foi maior, e o
"c/s" indica que houve diferenca (p < 0) e que o valor para o determinado itemno
cendrio “com substrato” foi maior.

C. albiceps
Eter

sem substrato vs com substrato
O h valor p 5h valor p 10 h valor p
tpv X 0.7678 X 0.6242 X 0.3063
nv s/s 0.0046 X 0.5603 s/s 0.0063
tv s/s 0.0046 X 0.5286 s/s 0.0033

Hexano

sem substrato vs com substrato
O h valor p 5h valor p 10 h valor p
tpv X 1 X 0.2733 X 0.8273
nv X 0.2452 X 0.4616 X 0.8746
tv X 0.248 X 0.9164 X 0.8748

O mesmo foi feito para C. albiceps. Nota-se muita diferenca nos tratamentos sem
substrato no éter, onde houve mais visitas e visitas mais longas nos extratos de 0 h e 10 h quando
comparados com 0s cenarios com substrato, enquanto ndo houve diferengas entre auséncia e

presenca de substrato no hexano (Tabela 13).

4.1.2 Extratos de ovarios

Para os tratamentos com ovarios sem substrato, A’, C*, E’ e G’, 0 nUmero de visitas ndo
foi suficiente para qualquer andlise estatistica (valor de “nv” proximo de 0 para todos os
tratamentos), como consequéncia, valores de “tpv” e “tv”” também n&o puderam ser analisados,
tanto para o cenario com extrato como para o controle. No entanto, os cenarios com substrato

receberam visitas o suficiente para as analises. A tabela 14 a seguir ilustra os resultados.
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Tabela 14 Valores encontrados para “tpv” (minutos), “nv” e “tv’ (minutos) para todos os tratamentos de ovario
de C. megacephala e C. albiceps com substrato. Para p < 0,05, ha diferenca entre os cenarios. Para z > 1,96, ha
preferéncia por um cenério.

C.megacephala C. albiceps
B'- Controle vs Extrato ovario em éter com substrato F'- Controlevs Extrato ovério em éter comsubstrato
p=08 2=0,3 p=0,08 p=0,3 2=0,7 p=0,7
tpv nv tv tpv nv tv

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
25,8+245194+223 1+0.7 0,8+0,7 0,8+0,70,9+0,0,9

Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
418+202372+158 1+06 0,7+#1 2+15 22+21

D'-Controle vs Extrato ovario em hexano com substrato
p=04 2=0,6 p=09
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
89+74 182467 11+17 1422 2419 26418

H'- Controle vs Extrato ovario em hexano com substrato
p=028 2=0,3 p=09
tpv nv tv
Controle Extrato Controle Extrato Controle Extrato
251423724,8+229 1#11 08+1113+1519+,.2

Como pode ser observado nessa tabela, para “tpv”, “nv” e “tv”’, em ambas as especies e

solventes, ndo houve diferencas estatisticas entre o cenario com extrato de ovario e seu controle.

Em resumo, ndo existiu diferenca entre os resultados encontrados nos cenarios com
extratos de ovarios e seus controles na presenca de substrato para ambas as espécies e solventes.
Como néo existiu diferenca entre os extratos e controles, ndo houve a necessidade de comparar

os resultados dos extratos entre os solventes.

Também ndo foi possivel comparar 0s cenarios sem substrato e com substrato, pois ndo

houve visitas nos cenarios sem substrato.

Para os tratamentos controle (Tabela 2), ndo foi possivel uma analise estatistica para os
tratamentos Al, C1, E1 e G1, que s3o os tratamentos sem substratos, pois os valores de “nv”
foram muito proximo de zero em todos eles, € como consequéncia, os valores de “tpv” e “tv”
também ndo puderam ser analisados. Por outro lado, os tratamentos B1l, D1, F1 e H1,
tratamentos controle com substrato, obtiveram visitas suficientes para analise. Os resultados,
tanto para C. megacephala como C. albiceps, ndo indicam diferengas estatisticas para “tpv”,
“nv” e “tv” entre os cenarios, pois os valores de “p” encontrados em todas as situagdes foram

maiores ou iguais a 0,05 (valores semelhantes aos encontrados para os tratamentos com extratos

de ovarios na presenca de substrato).

Como ultima observacdo, ndo foi encontrado oviposi¢cdo em nenhum tratamento para
nenhuma espécie.
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Todos esses bioensaios foram realizados entre oito horas da manhd e seis horas da tarde,
esse horario foi escolhido, pois sdo considerados os periodos de maior atividade das moscas-
varejeiras. Geralmente, a oviposicdo ocorre nesse periodo e sua distribuicdo é crescente ao
longo do dia, atingindo o pico entre trés e seis horas da tarde (WIJESUNDARA, 1957; BYRD
e TOMBERLIN, 2019).

As primeiras observagdes a serem feitas em relagdo aos resultados dos bioensaios sdo
sobre os tratamentos com extratos de ovarios: os tratamentos sem substrato ndo tiveram visitas
suficientes para uma analise confiavel em ambas as espécies, enquanto os tratamentos com
substrato ndo apresentaram diferenca entre 0s cenarios com extrato e sem extrato. Para 0s
tratamentos sem substrato, pode-se concluir que ndo existem compostos atrativos presente nos
ovarios dessas espécies, 0 que ndo confirma outros resultados encontrados em M. domestica
(JIANG et al., 2002), em que o0 autor descreve varios compostos atrativos provenientes dos
ovarios dessa mosca. As visitas nos tratamentos com substratos podem ser explicadas pela
propria presenca do substrato, apesar de apenas as visitas no papel filtro (local de aplicagéo do
extrato ou do solvente) terem sido contabilizadas, a influéncia do substrato através da liberagédo
de compostos atrativos (BIRKETT et al., 2004; PICKETT et al., 1998) pode ter causado uma
aproximacao inicial dos individuos para, posteriormente, visitarem o papel filtro. O baixo
namero de visitas (maior média foi de 1,125) nesses tratamentos indica baixo interesse em

visitar o papel filtro, tanto nos cenarios controles como nos cenarios com extratos.

Algo parecido ocorreu nos tratamentos controle (apenas solvente vs solvente em
situacbes com ou sem substrato) onde os tratamentos sem substrato receberam praticamente
nenhuma visita e os tratamentos com substrato receberam um ndmero muito infimo de
individuos no papel filtro, mas suficiente para os calculos estatisticos, indicando novamente
uma possivel influéncia do substrato. Porém, os bioensaios controles ajudaram a demonstrar
que apenas o papel filtro (com os solventes) e a placa de petri ndo foram suficientes para atrair
as fémeas expostas, pois sabe-se que em algumas ocasifes apenas pistas visuais ja sdo o
suficiente para atrair moscas-varejeiras (WALL e FISHER, 2001; GOMES et al., 2007,
GOMES, 2010).

Resultados diferentes dos testes com extratos de ovarios foram observados nos
tratamentos com extratos de ovos, na presenga ou na auséncia de substrato. Nos tratamentos
com substrato, em C. megacephala, houve mais visitas nos extratos de 0 h em hexano do que
seu controle. Enquanto que para C. albiceps, houve mais visitas apenas nos extratos de 10 h no

hexano do que seu controle. De 12 tratamentos totais feitos com substrato e extratos de ovos
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(seis para cada espécie) apenas dois tiveram diferenca no nimero de visitas quando comparados
aos seus controles, indicando que os extratos foram pouco percebidos pelas fémeas. Ao
comparar éter vs hexano nos cenarios com substrato, também ndo ha muita diferenca, apenas
mais visitas e visitas mais demoradas nos extratos de 0 h em éter para ambas as espécies. A
pouca diferenca entre os extratos e seus controles e entre éter e hexano nos tratamentos com
substrato podem ser explicados pela influéncia, ja discutida, do proprio substrato. O odor do
substrato libera uma ampla gama de compostos quimicos intensos e muito volateis (LEBLANC,
2008) que necessita do olfato para ser captada, um sentido extremamente desenvolvido nesses
insetos (JOHNSON e BORROR, 2005), tornando a percep¢do desses semioquimicos muito
facil. Talvez o odor do substrato mascare possiveis compostos encontrados nos extratos

aplicados ao papel filtro, dificultando a aproximacéo e consequentemente, 0 nimero de visitas.

Isso fica ainda mais evidente ao analisar os resultados encontrados nos tratamentos com
extratos de ovos sem substrato presente, dos 12 tratamentos, nove (sete em éter) apresentaram
diferencas em relagcdo ao seu controle, olhando para o nimero de visitas (6 tratamentos) nos
papéis filtros ou para a duracgéo delas (3 tratamentos), e para C. albiceps, também se nota uma
diferenca clara entre os solventes, 0s extratos em éter parecem provocar mais visitas e visitas
mais duradouras que 0s extratos em hexano. Solventes polares como o éter ja foram sugeridos
como mais adequados para esses tipos de testes com califorideos (LAM et al., 2007), nos
cenarios com substrato (explicado anteriormente), os extratos de éter também provocaram um
pouco mais de atividade nas fémeas do que o hexano, corroborando com a ideia. Em C.
megacephala, os extratos de 0 h e 10 h em éter sem a presenca de substrato apresentaram maior
namero de visitas quando comparados aos controles e visitas mais longas em 0 h, enquanto para
hexano, apenas houve mais visitas no extrato de 5 h. Para C. albiceps, mais visitas e visitas
mais longas tanto para os extratos de 0 h como 10 h em éter, enquanto que para hexano, também
houve mais visitas no extrato de 5 h, 0 mesmo observado para C. megacephala. No geral, ao
compararmos cenarios com extratos de ovos na auséncia de substrato vs cenarios com extratos
na presenca de substrato (obviamente, extratos do mesmo tempo), vé-se que as fémeas de C.
megacephala e C. albiceps visitaram mais o papel filtro e a duracao de tais visitas foi maior nos
cendrios sem substrato em extratos de éter. Individuos dessas espécies parecem responder bem

as extracdes com solventes polares.

Agora, qual seria 0 motivo de ndo ocorrer diferengas entre controle e extrato de 5 h em
éter para ambas as espécies? Levando em conta que isso ocorre com os extratos de 0 h e 10 h,

especialmente no numero de visitas. Apesar de estatisticamente ndo ocorrer diferenca, tanto em
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C. megacephala quanto em C. albiceps, o0 extrato de 5 h recebeu mais visitas e teve visitas mais
longas que seus controles, talvez uma amostragem maior de bioesaios ajudasse a evidenciar
resultados semelhante aos dos extratos de O h e 10 h.

Ao registrar maior nimero de visitas nos tratamentos descritos acima (extratos em éter
e sem substrato), pode-se inferir que as fémeas testadas foram atraidas mais vezes para o papel
filtro com extrato, e quando isso aconteceu, na maioria das vezes, houve também uma maior
média de tempo das visitas nesses locais, indicando que as fémeas, possivelmente, passaram
um tempo maior avaliando o extrato em questdo. E no geral, extratos de ovos parecem ser mais

atrativos do que extratos de ovarios.

4.2 Perfil quimico

Como ndo houve atividade das fémeas frente aos extratos de ovarios, seus extratos nao

passaram pelas analises do CG-EM e, portanto, seu perfil quimico ndo foi analisado.

A analise exploratoria dos extratos de ovos em hexano (restante das amostras utilizadas
nos bioensaios) mostraram contaminagdo do solvente (Apéndice B — Resultados
complementares [Analises dos extratos em hexano]), como resultado, apenas as amostras feitas

em éter foram quantificadas e qualificadas.

A descricdo de compostos quimicos identificados nos ovos de C. megacephala e C.
albiceps no éter pode ser observada na tabela 8. A analise feita para avaliar o perfil de ovos de
diferentes horas de desenvolvimento mostraram que para o0 ovo de C. megacephala ndo houve
diferenca significativa de compostos (Wilks' lambda= 0.001; F= 2.787; P= 0.297) entre as
diferentes horas de desenvolvimento analisadas. E apesar de ndo haver diferenca significativa
em C. megacephala, o grafico de dispersdo indica uma tendéncia de separacdo das horas de
desenvolvimento (Figura 35). Para ovos da espécie C. albiceps a analise indicou diferenca
significativa (Wilks' lambda= 0.001; F= 8.178; P= 0.0272) entre as diferentes horas de
desenvolvimento analisadas (compostos diferentes em horarios de desenvolvimentos diferente)
(Figura 36).

Foram identificados &cidos graxos, alcanos ramificados (metilados), alcanos lineares e
alcenos. Dentre eles, 0s compostos majoritarios para ambas as espécies foram o alcano linear

octadecano e o alcano ramificado 2-methyloctacosano. Em C. albiceps, os compostos 9-
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metilheneicosano e o0 nonacosano também foram considerados majoritarios para o perfil de ovos

da espécie (Tabela 15).

Tabela 15 Porcentagem dos compostos superficiais nos ovos de C. albiceps e C. megacephala. ND = N&o presente

na amostra. TR = Tempo de retencdo. IRC = indice de retengéo calculado.

TR IRC Compostos C. albiceps C. megacephala
20.995 1738 Acido miristico (Cy,) 0,08 ND
21.355 1771 3-metilheptadecano (3-MeC;;) ND 1,28
21.679 1800 Octadecano (Cg) 71,96 48,97
23.070 1939 Acido palmitico (Cy) 3,65 4,86
23.428 1975 3-metilnonadecano (3-MeC,g) 0,28 ND
24.950 2139 9-metilheneicosano (9-MeC,,) 1,83 5,44
25.406 2191 Docoseno (C,y4) 1,22 0,79
26.387 2304 Tricosano (C,) 0,75 ND
26.695 2342 7-metiltricosano (7-MeCy,) 0,39 0,34
27.094 2389 Tetracoseno (Cy,.) 0,58 0,37
27.392 2434 8-metiltetracosano (8-MeC.,,) ND 0,2
27.491 2440 11-metiltetracosano (11-MeC,,) 0,36 ND
27.756 2473 9-pentacoseno (Cys.q) 0,67 ND
27.946 2498 Pentacosano (Cs) 0,24 ND
28.971 2636 12-metilhexacosano (12-MeC) ND 0,25
29.180 2665 2-metilhexacosano (2-MeC) 0,7 2,82
29.455 2700 Heptacosano (C,;) 2,07 1,4
29.730 2732 13-metilheptacosano (13-MeC,;) 0,52 1,99
29.885 2753 5-metillheptacosano (5-MeC,,) ND 0,15
30.050 2763  9,13-dimetilheptacosano (9,13-DiMeC,,) 0,57 0,55
30.300 2800 Octacosano (Cyg) 0,29 0,41
30.430 2813 3,7-dimetiloctacosano (3,7-DiMeC,) 0,95 ND
30.610 2831 14-metiloctacosane (14-MeC) ND 0,51
30.915 2860 2-metiloctacosano (2-MeC,) 7,14 18,28
31.020 2875 3-metiloctacosano (3-MeC,) 1,29 0,29
31.280 2900 Nonacosano (Cy) 2,84 7,29
31.645 2929 9-metilnonacosane (9-MeC,) ND 2,41
31.970 2956 5-metilnonacosane (5-MeC,) ND 0,56
31.476 2972 3-metilhexacosano (3-MeCy) 0,49 ND
31.630 2929 9-metillnonacosano (9-MeC) 0,95 ND
32.444 3000 Triacontano (Cs) 0,2 0,51
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As figuras 3 (C. megacephala) e 4 (C. albiceps) indicam que o perfil quimico das duas
espécies deve ser diferente nas diferentes horas analisadas, mas, de acordo com as andlises
estatisticas, a diferenca so foi significativa para C.albiceps.
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Figura 3 Grafico de disperséo proveniente do perfil quimico da superficie dos ovos

de Chrysomya megacephala em diferentes horas de desenvolvimento.
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Figura 4 Gréfico de disperséo proveniente do perfil quimico da superficie dos ovos de

Chrysomya albiceps em diferentes horas de desenvolvimento.

Antes de discutir os perfis quimicos encontrados nas superficies dos ovos das espécies,

as analises de CG-EM para o hexano podem ajudar a esclarecer o que foi encontrado nos

bioensaios: nota-se que os resultados encontrados para 0 hexano sdo exatamente o oposto dos

encontrados para éter (maior nimero de visitas das fémeas nos extratos de 5 h, enquanto em

éter, isso ocorre apenas em 0 h e 10 h) nos tratamentos sem substrato (nos cenarios com
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substrato, como j& discutidos, os resultados foram muito semelhantes). A contaminacdo do
hexano, evidenciada nas anélises do CG-EM, ndo permite afirmar que todos os compostos
encontrados nas extracdes de éter estavam presentes também nas extracdes de hexano durante
os bioensaios, além de ndo saber a influéncia que seus contaminantes tiveram, o que impede
uma analise mais confiavel nos tratamentos com hexano, repetir 0s ensaios com um hexano ndo
contaminado seria essencial para averiguar se resultados parecidos com os de éter aconteceriam

ou se 0s mesmos resultados obtidos nesta pesquisa se repetiriam.

Sobre os perfis quimicos da superficie dos ovos, uma grande variedade de compostos,
incluindo as classes (em ordem decrescente de nimero de compostos) alcanos ramificados
(metil), alcanos lineares, alcenos e &cidos graxos, foi encontrada na superficie dos ovos de C.
megacephala e C. albiceps nos extratos de éter, e muitos deles podem estar envolvidos na
regulacdo comportamental. Dos 31 compostos encontrados, apenas dois ainda ndo foram
relatados em Calliphoridae, docoseno (C22:1) e 3,7-dimetiloctacosano (3,7-DiMeCag), 0soutros
ja foram relatados em adultos ou imaturos de califorideos (STOFFOLANO et al., 1997; YE et
al., 2007; BUTLER et al., 2009; MOORE et al., 2014; PAULA et al., 2017, 2018; LUNAS et
al., 2019).

Ao comparar o perfil quimico das duas espécies, nota-se 15 compostos em comum, nove
exclusivos de C. albiceps e sete em C. megacephala, essas diferencas podem ajudar a identificar
as espécies, pois geralmente cada espécie, e cada estagio diferente, possui uma “impressao
digital” quimica (MOORE ET AL., 2014; PECHAL et al., 2014; BARBOSA et al., 2017; VOSS
et al., 2017), ou seja, os diferentes perfis encontrados nos ovos podem ajudar a identifica-los
como sendo de C. megacephala ou C. albiceps. 1sso pode auxiliar em investigacoes forenses,
pois permite identificar a espécie sem a necessidade de criacdo do ovo ou do imaturo encontrado

na cena criminal.

Outra funcdo relevante do perfil quimico das espécies de importancia forense é sua
utilizacdo para determinar a idade de individuos adultos (BERNHARDT et al., 2017) e imaturos
(MOORE, 2013; MOORE et al., 2013, 2017; LUNAS et al., 2019; SHARMA et al., 2020).
Conhecer a idade exata do estagio encontrado no cadaver permite um calculo mais preciso do
IPM. O perfil quimico das espécies tende a mudar, tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, portanto, idades diferentes de um mesmo estdgio, podem conter
percentagens diferentes de um mesmo composto (ZHU et al., 2006; FREDERICKX et al., 2012;
MOORE et al., 2013; BERNHARDT et al., 2017; BUTTERWORTH et al., 2020). Noentanto,

para a espécie C. megacephala, ndo foi identificada diferenca significativa nos compostos
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detectados em ovos de diferentes periodos de desenvolvimento. J& para C. albiceps, a analise
discriminante indicou que hd uma diferenca significativa no perfil dos ovos de diferentes
periodos de desenvolvimento, dessa maneira, seria possivel identificar a idade do ovo com base
nos compostos encontrados, tornando a espécie uma importante ferramenta forense. E, apesar
do perfil quimico de C. megacephala néo ter apresentado uma diferenca significativa entre os
tempos de desenvolvimento dos ovos, o gréfico de dispersdo demonstra que hd uma separacao
entre eles, talvez um maior nimero de amostras possa provar que o perfil quimico dos ovos

dessa espécie também seja alterado com o passar do tempo.

Comecando pelos &cidos graxos presentes, poucos foram encontrados em ambas as
espécies. Nos insetos, eles geralmente estdo nas camadas externas da epicuticula de adultos e
imaturos, sua principal fungdo é estabelecer uma barreira passiva a evaporacdo da agua
(HADLEY, 1994; GIBBS et al., 1998), isso minimiza a transpiracdo, protegendo contra a
dessecacdo. Os lipidios cuticulares também estdo frequentemente envolvidos na comunicacao
quimica intra e interespecifica (HOWARD, 1993; SINGER, 1998). Alguns pesquisadores
também estdo comecando a utilizar esses compostos na quimiotaxonomia de insetos
(LOCKEY, 1988; NELSON et al., 1995; LUNAS et al., 2019).

O unico acido graxo encontrado em C. megacephala foi o acido palmitico (Cis), que
também ja foi encontrado nos ovos das mariposas Ostrinia furnacalis (LI e ISHIKAWA, 2005;
GUO et al., 2009), Lobesia botrana (GABEL e THIERY, 1994), Helicoverpa armigera (LIU
et al., 2008) e Ostrinia scapulalis (LI e ISHIKAWA, 2005), assim como nas fezes de larvasde
Helicoverpa armigera (XU et al., 2006), Spodoptera littoralis (AHMED et al.,, 2015),
Pectinophora gossypiella (SHAH et al., 2020) e Phthorimaea operculella (ZHANG et al.,
2019), todas espécies de mariposas. Foi encontrado inclusive nos ovos de moscas-varejeiras
(LUNAS et al., 2019). Esse acido, agindo sozinho ou em uma mistura com outros acidos graxos
tem o papel de inibir fémeas a depositarem ovos no local, sendo que esse sinal é reconhecido
pela mesma espécie ou no caso de L. botrana, pode afetar também Cydia pomonella
(Lepidoptera), evitando colonizacdo simultanea e, consequentemente, competicdes intra e
interespecificas por espaco e recurso. Também pode ajudar a combater infecgdes por bactérias
e fungos (ANANTH e MANI, 2015).

Em C. albiceps, além do acido palmitico, o acido miristico (C14) também foi encontrado.
Assim como o acido palmitico (Css), ele pode funcionar como “ODP”, inibindo oviposic¢Ges de
outras fémeas no mesmo local, 0 que ocorre nos ovos de Cydia pomonella (THIERY et al.,
1995), Helicoverpa armigera (LIU et al., 2008), Bactrocera carambolae (Diptera) (MURYATI
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et al., 2017) e em fezes de larvas de quatro espécies de Ostrinia (LI e ISHIKAWA, 2004). De
fato, o &cido palmitico, junto com outros &cidos, é destacado como acidos graxos comuns em
insetos em geral (STANLEY-SAMUELSON et al., 1988).

Nota-se que a funcdo de “ODP” geralmente ocorre entre individuos da mesma espécie,
mas esses acidos podem ter fungdes diferentes ao analisar interagdes interespecificas: O &cido
palmitico, por exemplo, atrai Caryedon serratus (Coleoptera) até sua fonte de alimento
(PANDAY et al., 2011), podendo atrair diretamente parasitoides até o hospedeiro (MURALI-
BASKARAN et al, 2020) ou indiretamente, como ocorre em Cotesia glomerata
(Hymenoptera), que utiliza pistas quimicas como esse acido para encontrar a planta (no caso, o
repolho) e localizar seu hospedeiro, a borboleta Pieris rapae, uma praga do repolho
(HORIKOSHI et al., 1997). O acido miristico (Ci4) também pode divergir da funcéo
previamente apresentada: ele é um conhecido atrativo para mosquitos Aedes e Culex presente
na pele humana ou no sangue (ALLAN et al., 2006; SEENIVASAGAN et al., 2014) ou presente
em misturas com mais acidos que atraem outros insetos como Ceratitis capitata (Diptera)
(ROSA et al., 2018) e Callosobruchus maculatus (Coleoptera) (ADHIKARY et al., 2016).

Com relagdo aos hidrocarbonetos, geralmente em insetos, eles sdo cuticulares e a
maioria deles tem baixa volatilidade, o que significa que sdo detectados principalmente por
contato, por exemplo, ao tocar a superficie com suas antenas, pecas bucais, pernas ou ovipositor
(DRIJFHOUT et al., 2013). Os hidrocarbonetos podem ser encontrados na forma saturada
(alcanos) e insaturada (alcenos) e podem ter um ou mais grupos metil ligados ao comprimento
da cadeia (ramificados ou metilados), 0 que os tornam um pouco mais volateis. A grande
variedade desses compostos faz com que cada um possa ter uma funcéo fisiolégica diferente no
comportamento dos insetos, sendo primeiramente utilizados como agentes impermeabilizantes
(impedir a perda ou absor¢do d’agua) e também como sinais de comunicagdo. E esta ficando
cada vez mais evidente que uma das principais funcdes dos hidrocarbonetos em artropodes é
servir como sinais de reconhecimento entre dois ou mais individuos. Basicamente, atuam como
uma pista quimica primaria que responde a um determinado inseto se outro individuo é da
mesma espécie, do mesmo sexo, se faz parte do mesmo ninho ou coldnia, a qual casta pertence,
se é um predador ou apenas um estranho (HOWARD e BLOMQUIST, 2005).

Os alcenos sdo hidrocarbonetos que possuem uma ligacdo dupla em sua estrutura,
podendo em alguns casos formar isdmeros com diferentes funcGes, eles estdo geralmente
envolvidos com a comunicacdo sexual da espécie (HOWARD e BLOMQUIST, 2005;
DRIJFHOUT et al., 2013).
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Em C. megacephala, foram encontrados somente dois alcenos, o tetracoseno (C24:1) € 0
docoseno (C22:1). O Co4:1 funciona como sinal de reconhecimento de parceiros de ninho em
Manuelia postica (Apidae) (FLORES-PRADO et al., 2008), enquanto o C»2:1 parece atrair M.
domestica (MERESZ e MOZSGALI, 1976), também ja foi descrito em glandulas de feroménio
de fémeas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera), funcionando como feromdnio sexual (EL-
GASHINGY et al., 2018) e em plantas do género Clusia, parece ter uma funcdo atrativa em
insetos polinizadores (DE L. NOGUEIRA et al., 2001).

Em C. albiceps, além do C22:1, 0 9-pentacoseno (Cos:1) também estava presente e tanto
ele como seu isdmero aparentam ter funcées variadas entre 0s insetos, entre elas o de feromdnio
de agregacdo em M. domestica (RICHTER et al., 1976), Harmonia axyridis (Coleoptera)
(DURIEUX et al., 2012) e Forficula auricularia (Forficulidae) (QUARRELL et al., 2016).
Também age como feromdnio sexual, estimulando o macho a buscar, identificar e copular com
a fémea em D. melanogaster (FERVEUR e SUREAU, 1996; SIWICKI et al., 2005),
Megacyllene robinbe (Coleoptera) (GINZEL et al., 2003) e em trés espécies de Fannia
(Diptera) (UEBEL et al., 1978). Bolton et al. (1980) também afirmam que seu isdmero é atrativo

para a mosca-do-chifre, tanto sozinho como misturado com outros alcenos.

Sobre os alcanos lineares, foram encontrados seis em C. megacephala e sete em C.
albiceps, os alcanos lineares sdo compostos cuticulares encontrados em proporcdes variadas
entre os insetos, desde a inexisténcia completa, como na mosca tsé-tsé a 98,3% da composicéo
no besouro tenebrionideo adulto, Eurychora sp. (LOCKEY, 1985, 1988). A forma linear dos n-
alcanos permite uma maior aproximacdo entre suas moléculas e, portanto, sdo ideais para
funcionar como barreiras impermeaveis (funcao principal) e ha relativamente pouca evidéncia
conclusiva de que sdo utilizados por insetos como compostos de sinalizacdo especificos
(DRIJFHOUT et al., 2013).

Porém os encontrados em C. megacephala, heptacosano (C.7), octacosano (Cas),
octadecano (C1s) e nonacosano (Czo) (0s dois ultimos foram compostos majoritarios nos ovos
de ambas as espécies). Ja foram descritos como compostos atrativos para diferentes insetos: Cz7
e Cog atraem Aulacophora foveicollis (Coleoptera) até sua planta hospedeira (presente em suas
folhas) (SARKAR et al.,, 2013), algo semelhante ocorre com Cps €, novamente, Cz9 em
Epilachna dodecastigma (Coleoptera) (SARKAR et al., 2013). O Cg € atrativo para mais de
oito espécies de insetos polinizadores (NISHANBAEYV et al., 2016).
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Outras fungdes ja relatadas desses compostos € o de estimulantes de oviposicdo (em
relagdes interespecificas do tipo planta-hospedeiro, principalmente) e feroménios sexuais de
contato (auxiliam no reconhecimento para iniciar a copula): C27 e Cog estimulam oviposi¢do em
Ostrinia latipennis (Lepidoptera) e O. nubilalis (UDAYAGIRI e MASON, 1997), sendo que 0
primeiro também estimula Ostrinia furnacalis (JIANG et al., 2015). O C1s, C2s € Cag estimulam
Aphis craccivora (Hemiptera) a larvipor na planta hospedeira (MITRA et al., 2020). O Cus,
junto com outros hidrocarbonetos, tem o papel de feromdnio sexual na mosca Lycoriella mali
(KOSTELC et al., 1979; GOTOH et al., 1999).

Em C. albiceps, além dos compostos citados acima, foram encontrados o tricosano (Czz)
e 0 pentacosano (Czs), ambos apresentam as mesmas funcdes de atracéo, agregacao e feromonio
sexual em outras espécies. O Cy3 provoca agregacdo de fémeas de M. domestica e as estimula
a ovipor no mesmo local que estdo outros ovos (JIANG et al., 2002), além de provocar
agregacdo na popular joaninha (Hippodamia convergens) (WHEELER e CARDE, 2014) e em
Harmonia axyridis (Coleoptera) (DURIEUX et al., 2012). Entre as varejeiras, também age
como feroménio sexual de contato em P. regina (STOFFOLANO et al., 1997). O Czs esta entre
os trés hidrocarbonetos mais presentes nos insetos (BLOMQUIST e BAGNERES, 2010) e, em
conjunto com outros compostos, pode atrair e estimular oviposicdo em Spilosoma obliqua
(Lepidoptera) (MOBARAK et al., 2020), agregar individuos de Reticulitermes speratus
(Isoptera) (MITAKA et al., 2020) e Harmonia axyridis (Coleoptera) (DURIEUX et al., 2012)
e atuar como feromdnio de contato e de curto alcance (semi-volatil) em Myllocerinus
aurolineatus (Coleoptera) (SUN et al., 2017).

O ultimo grupo, e 0 mais representativo, € o de alcanos ramificados, no caso, 0s alcanos
metilados (com um grupo metil na estrutura). Em C. megacephala, entre os 14 alcanos
metilados identificados, a grande maioria desempenha basicamente duas funcGes em outros
insetos: a de feromoénio sexual e o papel de agregacdo de adultos. O 11-metiltricosano (11-
MeCz24), junto com outros hidrocarbonetos, como o 5-metilheptacosano (5-MeC;7), provoca
agregacdo em quatro espécies de Periplaneta (SAID et al., 2005) e ajuda 0os machos na
identificacdo das fémeas para copula em P. regina (STOFFOLANO et al., 1997). O 13-
metilheptacosano (13-MeC,7) funciona como feromonio sexual em Atheloca bondari
(Lepidoptera) (QUEIROZ, 2019) e na mariposa Cacopsylla pyricola, atraindo o macho
(GUEDOT et al., 2009). O 2-metiloctacosano (2-MeCzs) (um dos compostos majoritarios nas

espécies) age como sinal de reconhecimento e de copula em P. regina (STOFFOLANO et al.,
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1997), Drosophila subobscura (PAYKOVIC-LUCIC et al., 2018) e Mallodon dasystomus
(Coleoptera) (SPIKES et al., 2010).

Alguns compostos ajudam no reconhecimento intraespecifico ou auxiliam na
diferenciacdo das espécies. A diferenca na concentracao de 8-metilltetracosano (8-MeC2s) na
cuticula, por exemplo, ajuda trés espécies de Mischocyttarus (Hymenoptera ) a reconhecer
individuos de seus ninhos (SOARES et al., 2017), o que a0 mesmo tempo, serve como
ferramenta taxondmica para pesquisadores. O 12-metilhexacosano (12-MeCz), 0 14-
metiloctacosano (14-MeCazs) e 0 5-metilnonacosano (5-MeCzg) agem de maneira semelhante,
quando presentes em misturas de hidrocarbonetos, em Polistes biglumis (Hymenoptera)
(LORENZI et al., 1997), Camponotus morosus e Solenopsis gayi (Hymenoptera) (ERRARD et
al., 2003) e Lasius nipponensis (Hymenoptera) (AKINO et al., 2005), respectivamente. Além
dessa funcdo, 0 14-MeCzs e 0 5-MeCy9 também estdo presentes na mistura que provoca
agregacdo em espécies de Periplaneta (SAID et al., 2005).

Para encerrar os alcanos ramificados em C. megacephala, o 11-metilltricosano (11-
MeCz4), 14-MeCps € 9-metilnonacosano (9-MeCao) também se mostraram boas ferramentas
forenses na identificacdo da idade de estagios adultos e imaturos de califorideos (POMONIS,
1989; MOORE et al., 2014; MOORE et al., 2016). N&o ha relatos sobre as possiveis fungdes
do 3-metiloctacosane (3-MeCzs) e 9-metilheneicosane (9-MeC»1) (um dos majoritarios) em

insetos.

Em C. albiceps, 11-MeCazs, 9-MeC>1, 13-MeC,7, 2-MeCas, 3-MeCos e 9-MeCzg foram
discutidos anteriormente. O 7-metiltricosano (7-MeCz3) e 2-metilhexacosano (2-MeCazs) tém
funcdo de feromdnio sexual de contato, o primeiro age em Frankliniella occidentalis
(Thysanoptera) (OLANIRAN et al., 2013) e em P. regina (STOFFOLANO et al., 1997),
enquanto o segundo age em Mallodon dasystomus (Coleoptera) (SPIKES et al., 2010). O 3-
metilhexacosano (3-MeC26) auxilia a identificar estagios diferentes de pupa de C.

megacephala, auxiliando investigacdes forenses em locais fechados (PAULA et al., 2018).

4.3 Comunidade bacteriana
4.3.1 Ovarios e superficie dos ovos de Chrysomya megacephala
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Durante o processamento das amostras da superficie dos ovos e dos ovarios de C.
megacephala ndo foram encontradas bases estranhas nem adaptadores, a amostra estava limpa.
As métricas estdo apresentadas na tabela 16.

Tabela 16 Métricas do processamento das sequéncias obtidas.

Amostra Ovos de C. megacephala  Ovarios de C. megacephala
Numero total de reads 145.048 161.980
Tamanho dos reads 301 301

Contetudo GC (%) 52,68 47

Numero de reads classificados 145.029/99,99% 161.978/99,99%

Nos ovarios de C. megacephala foram encontradas 130 espécies de bactérias em 63
géneros (Figura 5).

Wolbachia - 156,728 (99.57%)

Kineococcus - 162 (0.10%)

Pseudomonas - 129 (0.08%)

unclassified (derived from Bacteria) - 63 (0.04%)
Alistipes - 38 (0.02%)

Reinekea - 28 (0.02%)
Butyricimonas - 25 (0.02%)
Enterococcus - 16 (0.01%)
Bacteroides - 13 (0.01%)
Actinomyces - 9 (0.01%)
Staphylococcus - 9 (0.01%)
Morganella - 9 (0.01%)
Scheffersomyces - 9 (0.01%)

Figura 5 Valores e porcentagens das sequéncias encontradas para os géneros bacterianos mais abundantes
nos ovarios de Chrysomya megacephala.

H& uma predominancia quase que total do género Wolbachia (99,57%), seguida por
Kineococcus (0,1%) e Pseudomonas (0,08%). Em seguida (Tabela 17), estdo as espécies de

bactérias mais abundantes nos ovarios.
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Tabela 17 Espécies mais abundantes nos ovarios de Chrysomya megacephala de acordo com os valores de
sequéncias encontradas.

Filo

Espécie

n.°. de sequéncias

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Wolbachia pipientis
Wolbachia sp. ndo cultivada
Wolbachia endossimbionte de Odontotermes horni

Wolbachia endossimbionte de Tunga trimamilata (Bos)
Wolbachia endossimbionte de Drosophila mauritiana

160059
1461
1426

250
210

Como definicdo para esta pesquisa, uma espécie abundante, além do alto nimero de

sequéncias, ndo pode ter sido encontrada nas analises dos substratos. Nos ovarios, essas

bactérias representaram 99,26% de todas as sequéncias analisadas. Entre as cinco espécies

abundantes, foi possivel identificar apenas uma bactéria, Wolbachia pipientis (a mais

predominante), o restante, apesar da exatiddo na identificacdo do género (todas pertencem a

Wolbachia), sdo organismos proximos aos indicados. Espécies “nédo cultivadas” sdo espécies

que ainda ndo foram identificadas e, portanto, ndo aparecem nos bancos de dados.

Na superficie dos ovos de C. megacephala foram encontradas 395 espécies de bactérias

em 159 géneros (Figura 6).

Carnobacterium - 14,398 (23.44%)
Brochothrix - 11,822 (19.25%)
Lactococcus - 11,040 (17.97%)
unclassified (derived from Bacteria) - 10,118 (16.47%)
Leuconostoc - 4,612 (7.51%)
Chryseobacterium - 1,744 (2.84%)
Lactobacillus - 1,078 (1.76%)
Acinetobacter - 1,057 (1.72%)
Pseudomonas - 1,032 (1.68%)
Wolbachia - 828 (1.35%)
Staphylococcus - 775 (1.26%)
Enterococcus - 705 (1.15%)
Paenibacillus - 209 (0.34%)
Providencia - 171 (0.28%)

Figura 6 Valores e porcentagens das sequéncias encontradas para 0s géneros bacterianos mais abundantes

nas superficies dos ovos de Chrysomya megacephala.

H& predominancia dos géneros Carnobacterium (23,44%), Brochothrix (19,25%),

Lactococcus (17,97%) e Leuconostoc (7,51%). As espécies mais abundantes estdo na tabela 18.



Tabela 18 Espécies mais abundantes na superficie dos ovos de Chrysomya megacephala de acordo com os
valores de sequéncias encontradas.

Filo Espécie n.°. de sequéncias
Proteobacteria Serratia grimesii 5046
Proteobacteria Klebsiella sp. ndo cultivada 4085

Firmicutes Vagococcus teuberi 2256
Firmicutes Vagococcus carniphilus 2098
Firmicutes Brochothrix campestris 1834
Firmicutes Enterococcus faecalis 1290
Firmicutes Lactobacillus sakei 987
Proteobacteria Providencia rettgeri 987
Firmicutes Lactobacillus lactis 935
Proteobacteria Morganella morganii 926
Actinobacteria Corynebacterium variable 902
Proteobacteria Wolbachia pipentis 860
Firmicutes Staphylococcus cohnii 713
Firmicutes Enterococcus termitis 689
Proteobacteria Pseudomonas fulva 677
Firmicutes Leuconostoc inhae 668
Proteobacteria Acinetobacter septicus 619
Bacteroidetes Marinilabilia salmonicolor 305
Proteobacteria Hafnia alvei 254
Proteobacteria Yersinia pseudotuberculosis 248
Proteobacteria Klebsiella pneumoniae 236

Para a superficie dos ovos, as espécies abundantes representaram 17,4% de todas as
sequéncias analisadas. No total, 21 espécies se mostraram presente em maior quantidade na
superficie dos ovos de C. megacephala. As mais abundantes foram Serratia grimessi, Klebsiella

sp, Vagococcus teuberi, V. carniphilus Brochothrix campestris e Enterococcus faecalis.
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Figura 7 Curva de rarefacdo para as sequéncias encontradas nos ovarios e na superficie dos ovos de
Chrysomya megacephala.

ApoOs atribuir as sequéncias a seus respectivos grupos, € necessario avaliar essa
diversidade bacteriana, saber se a riqueza de espécies obtida condiz com o esfor¢co amostral. As
curvas de rarefacdo permitem a comparacdo da riqueza observada em diferentes amostras,
sendo que a intensidade de amostragem considera a quantidade de sequéncias analisadas
(HUGHES et al., 2001) (Figuras 7 e 11). Uma amostragem € considerada estatisticamente
confidvel quando a curva de rarefacdo atinge um plateau, saturando o numero de espécies
encontrado, isso significa que o total de sequéncias obtidas para cada amostra foi suficiente
para identificar em sua totalidade as espécies desse espaco amostral de forma que incluir novas
sequéncias (sequenciamento) ndo aumentaria 0 numero de espécies encontradas (ROESCH et
al., 2007; ARMOUGOM e RAOULT, 2009; MAGURRAN, 2013; PASTORE et al., 2016).

Ao comparar a quantidade de géneros encontrada nos ovarios e na superficie dos ovos
para as espécies mais abundantes, foram encontrados 10 géneros exclusivos da superficie dos
ovos. Em contrapartida, o género da espécie mais abundante no ovario também apareceu na

superficie dos ovos (Figura 8).
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Acinetobacter
Brochothrix
Corynebacterium
Hafnia
Klebsiella
Lactococcus Wolbachia
Leuconostoc
Pseudomonas
Serratia
Staphylococcus
Yersinia

Figura 8 O diagrama de Venn ilustra a distribuicdo dos géneros exclusivos e compartilhados
entre os ovarios (direita) e a superficie dos ovos (esquerda) de Chrysomya megacephala
apenas para as espécies mais abundantes.

Entre as espécies abundantes, apenas Wolbachia pipientis apareceu tanto nos ovarios
como na superficie dos ovos.

4.3.2 Ovarios e superficie dos ovos de Chrysomya albiceps

Durante o processamento das amostras das superficies dos ovos e dos ovarios de C.
albiceps também ndo foram encontradas bases estranhas nem adaptadores, a amostra estava
limpa. As métricas estdo apresentadas na tabela 19.

Tabela 19 Métricas do processamento das sequéncias obtidas.

Amostra Ovos de C. albiceps Oviérios de C. albiceps
Nuamero total de re 158.109 134.047
Tamanho dos reads 301 301
Contetdo GC (%) 52,23 52,39
Nuamero de read s ¢ 158.099/99,99% 134.043/99,99%

Nos ovarios de C. albiceps foram encontradas 293 espécies de bactérias em 119 géneros
(Figura 9).



Enterococcus - 23,314 (25.63%)
Providencia - 20,920 (23.00%)
Pseudomonas - 19,859 (21.84%)
Bacteroides - 12,725 (13.99%)
Bacillus - 3,205 (3.52%)
Eubacterium - 2,266 (2.49%)
unclassified (derived from Bacteria) - 1,704 (1.87%)
Bifidobacterium - 1,290 (1.42%)
Clostridium - 795 (0.87%)
Coptotermes - 653 (0.72%)
Barnesiella - 596 (0.66%)
Roseburia - 586 (0.64%)
Saccharopolyspora - 439 (0.48%)
Ruminococcus - 350 (0.38%)

EEEEEEEEEEEEED .

Figura 9 Valores e porcentagens das sequéncias encontradas para 0s géneros bacterianos mais abundantes
nos ovarios de Chrysomya albiceps.

Na figura 9, nota-se predominancia de Enterococcus (25,63%), Providencia (23%),
Pseudomonas (21,84%) e Bacteroides (13,9%).



Tabela 20 Espécies mais abundantes nos ovarios de Chrysomya albiceps de acordo com os valores de

sequéncias encontradas.

Filo Espécie n.°. de sequéncias
Firmicutes Enterococcus termitis 23472
Proteobacteria Providencia stuartii 21135
Firmicutes Vagococcus carniphilus 12405
Firmicutes Vagococcus teuberi 12354
Bacteroidetes Bacteroides plebeius 7768
Bacteroidetes Porphyromonas catoniae 6083
Firmicutes Eubacterium rectale 3508
Proteobacteria Morganella morganii 3378
Firmicutes Bacillus simplex 2942
Bacteroidetes Bacteroides vulgatus 2457
Bacteroidetes Bacteroides uniformis 2090
Firmicutes Clostridium cellobioparum 811
Firmicutes Clostridium disporicum 793
Firmicutes Roseburia faecis 643
Actinobacteria Bifidobacterium adolescentis 626
Firmicutes Roseburia intestinalis 620
Bacteroidetes Barnesiella intestinihominis 614
Proteobacteria Desulfovibrio sp . ndo cultivada 443
Proteobacteria Serratia sp . ndo cultivada 437
Firmicutes Faecalibacterium prausnitizii 404
Proteobacteria Beta proteobactéria ndo cultivada 399
Actinobacteria Bifidobacterium catenulatum 367
Firmicutes Blautia sp. Ser8 364
Actinobacteria Bifidobacterium pseudolongum 360
Firmicutes Ruminococcus obeum 355
Verrucomicrobia Prosthecobacter dejongeii 348
Firmicutes Ruminococcus albus 347
Proteobacteria Providencia rettgeri 343
Actinobacteria Bifidobacterium sp. Egl 336
Verrucomicrobia bactéria Ellin514 309
Bacteroidetes Bacteroides caccae 305
Firmicutes Hespellia porcina 279
Bacteroidetes Parabacteroides distasonis 252
Bacteroidetes Bacteroides ovatus 241
Proteobacteria Alfa proteobactéria ndo cultivada 235
Bacteroidetes Pedobacter heparinus 221
Bacteroidetes Odoribacter splanchnicus 220
Bacteroidetes Alistipes finegoldii 220
Bacteroidetes Alistipes shabhii 220
Firmicutes Clostridium aldrichii 219
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Nos ovarios de C. albiceps, as espécies mais abundantes (Tabela 20) representaram
84,6% de todas as sequéncias analisadas. Entre as 41 espécies, apenas quatro ndo foram
identificadas, as mais abundantes foram Enterococcus termitis, Providencia stuartii,

Vagococcus carniphilus e V. teuberi.

Na superficie dos ovos de C. albiceps foram encontradas 505 espécies de bactérias em

213 géneros (Figura 10).

B Providencia - 21,220 (32.93%)
I Pseudomonas - 14,288 (22.17%)
M Serratia - 6,001 (9.31%)

| Lactococcus - 5,850 (9.08%)

I Carnobacterium - 5,319 (8.25%)
M| unclassified (derived from Bacteria) - 3,419 (5.30%)
B Halomonas - 1,027 (1.59%)

| Brochothrix - 1,020 (1.58%)

B Lactobacillus - 870 (1.35%)

B Enterococcus - 757 (1.17%)

B Elizabethkingia - 615 (0.95%)

B Leuconostoc - 454 (0.70%)

| Acinetobacter - 318 (0.49%)

M Bacillus - 217 (0.34%)

Figura 10 Valores e porcentagens das sequéncias encontradas para 0s géneros bacterianos mais abundantes
na superficie dos ovos de Chrysomya albiceps.

Os géneros mais predominantes na superficie dos ovos de C. albiceps foram
Providencia (32,93%), Pseudomonas (22,17%), Serratia (9,31%), Lactococcus (9,08%) e
Carnobacterium (8,25%).



Tabela 21 Espécies mais abundantes na superficie dos ovos de Chrysomya albiceps de acordo com os
valores de sequéncias encontradas.

Filo

Espécie

n.°. de sequéncias
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Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria

Nao classificado

Proteobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes

Providencia rettgeri
Providencia stuartii
Serratia sp. J49
Vagococcus carniphilus
Vagococcus teuberi
Halomonas cupida
Brochothrix campestris
Lactobacillus algidus
Buttiauxella agrestis
Enterococcus termitis
Sphingomonas melonis
Leuconostoc gelidum
Lactococcus lactis
Alfa proteobactéria ndo cultivada
Acinetobacter lwoffi
organismo ndo cultivado
Rahnella aquatilis
Janibacter sp. BY48
Morganella morganii
Pseudomonas sp. 1SO1
Bacillus plakortidis

11824
9986
6087
4635
4635
1021
981
855
709
674
627
443
387
366
330
291
218
213
209
208
208

Na superficie dos ovos de C. albiceps, as espécies mais abundantes representaram

31,8% de todas as sequéncias analisadas. Entre as 21 espécies, Providencia rettgeri e P. stuartii,

Serratia sp. J49, Vagococcus carniphilus, V. teuberi e Halomonas cupida foram as mais

abundantes (Tabela 21). Apenas duas espécies ndo foram identificadas.
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Figura 11 Curva de rarefacdo para as sequéncias encontradas nos ovarios e na superficie dos ovos de
Chrysomya albiceps.

Ao comparar a quantidade de géneros encontrada no ovario e na superficie dos ovos
(Figura 12) para as espécies mais abundantes, foram encontrados 9 géneros exclusivos da

superficie dos ovos e 17 no ovario. Quatro géneros sdo compartilhados.

Alistipes
Bacillis
Acinetobacter Bacteroides
acillus Bificio! -
Buttiauxella gf!md
siviclium
Halomonas Enterococcus Rubacterium
Morganslla - )
Lactobacillus Providencia ;aemf;bmm;m
&5 e
Leuconostoc Vagocoecus 0 df;jim o
Pseudomonas imgm{}m
aF, FORONAT
Rahnella Prosthecobacizr
Serratia Roseburia
Ruminococcus
Desuifavibrio

Figura 12 O diagrama de Venn ilustra a distribuicdo dos géneros exclusivos e
compartilhados entre ovario (direita) e superficie dos ovos (esquerda) de Chrysomya albiceps
apenas para as espécies mais abundantes.
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Entre as espécies mais abundantes, Enterococcus termitis, Morganella morganii,
Providencia rettgeri, P. stuartii, Vagococcus carniphilus, V. teuberi e uma alfa proteobactéria

nao cultivada apareceram tanto nos ovarios como na superficie dos ovos.

Apbs comparar os resultados dos ovarios e da superficie dos ovos na mesma espécie,

foram realizadas analises interespecificas.

4.3.3 Comparacao entre comunidade bacteriana de C. megacephala e C.
albiceps

A comunidade bacteriana diferiu bastante nos ovarios entre as duas espécies. Entre as
espécies mais abundantes, ndo houve nenhuma espécie em comum entre as duas moscas-
varejeiras, apenas espécies exclusivas. Foram encontradas 15 espécies abundantes exclusivas
nos ovarios de C. albiceps, enquanto houve apenas uma exclusiva nos ovarios de C.

megacephala (Tabela 22).

Tabela 22 Bactérias abundantes exclusivas dos ovarios de Chrysomya megacephala e Chrysomya albiceps. O
“x” significa auséncia daquela espécie na mosca-varejeira e o “o” significa presenga dela.

Espécie C. megacephala C. albiceps n.° de sequéncias
Bacillus simplex X 0 2942
Bacteroides caccae X o 305
Bacteroides plebeius X o 7768
Bacteroides uniformis X o 2090
Bifidobacterium catenulatum X o 367
Bifidobacterium pseudolongum X o 360
Bifidobacterium sp. Egl X o 336
Blautia sp. Ser8 X o 364
Clostridium cellobioparum X o 811
Hespellia porcina X o 279
Parabacteroides distasonis X o 252
Roseburia faecis X o 643
Roseburia intestinalis X o 620
Ruminococcus obeum X o 355
Desulfovibrio sp . ndo cultivada X 0 443

Wolbachia endossimbionte de 250
Tunga trimamillata (Bos)

o
x

Ao comparar as superficies dos ovos, foram encontradas sete espécies abundantes em
comum entre as moscas-varejeiras, Brochothrix campestris, Enterococcus termitis,

Lactococcus lactis, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Vagococcus carniphilus e V.



68

teuberi. Por outro lado, houve cinco espécies abundantes exclusivas da superficie dos ovos de
C. albiceps, incluindo uma espécie ndo identificada e trés que so apareceram em C.
megacephala.(Tabela 23)

Tabela 23 Bactérias abundantes exclusivas das superficies dos ovos Chrysomya megacephala e Chrysomya

[P

albiceps. O “x” significa auséncia daquela espécie na mosca-varejeira e o “o0” significa presencga dela.

Espécie C. megacephala C. albiceps n.° de sequéncias
Bacillus plakortidis X 0 208
Halomonas cupida X 0 1021
Pseudomonas sp. 1ISO1 X 0 208
Sphingomonas melonis X 0 627
organismo ndo cultivado X 0 291
Corynebacterium variabile 0 X 902
Pseudomonas fulva 0 X 67
Staphylococcus cohnii 0 X 713

Abaixo (Tabela 24) estdo os resultados das analises de associacdo para saber se existe
relacdo entre as bactérias presentes nos ovarios e nos ovos para cada espécie. As tabelas indicam

os valores obtidos para os trés coeficientes analisados.

Tabela 24 Valores dos coeficientes de correlacdo para Chrysomya megacephala e C. albiceps.

Correlagéo Ovério vs Superficie dos ovos Ovério vs Superficie dos ovos
Coeficiente C. megacephala C. albiceps
Pearson - r 0,0122 0,4757
Spearman - p -0,2445 -0,2807
Kendall - 1 -0,2039 -0,2347

Nota-se que os valores dos coeficientes para ambas as espécies nao sdo suficientes para
mostrar uma correlacdo forte, tanto negativa como positiva, em nenhuma situacdo entre o
nimero de sequéncias encontradas em cada taxon. A seguir, para ilustrar melhor essa
correlacdo, estdo os graficos de dispersdo para cada espécie (Figuras 13 e 14), comparando
apenas os dados entre ovarios e superficie dos ovos. A figura 15 serve como um comparativo,

ela indica o padrao que os graficos de dispersao seguem em diferentes situacdes de correlacao.



Grafico de disperséo - C. megacephala
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Figura 13 Gréfico de dispersdo do nimero de sequéncias da superficie dos ovos (eixo Y)
e dos ovarios (eixo x) em Chrysomya megacephala.
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Figura 14 Gréfico de dispersdo do nimero de sequéncias da superficie dos ovos (eixo
y) e dos ovarios (eixo x) em Chrysomya albiceps.

Observando os comparativos (Figura 15), pode-se concluir que a correla¢do € muito

baixa, praticamente inexistente entre as situacfes para as duas espécies.
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Diagrama de Dispersao com correlagdes negativas.
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Diagrama de Dispersdo com correlagdes positivas
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Figura 15 CorrelagBes negativas (acima) e positivas (abaixo) em gréaficos de dispersao. Fonte:
Cantidio (2009).

A comunidade bacteriana associada as duas especies foi bastante complexa e bem
variada, sendo que uma maior riqueza de micro-organismos apareceu em C. albiceps. Ao
comparar ovarios e superficie dos ovos, ambas as espécies apresentaram quase trés vezes mais
bactérias na superficie dos ovos, o que provavelmente ocorreu devido a maior exposicdo deles

ao meio ambiente.

Através dos dados e das analises de associacdo, ndo é possivel afirmar que bactérias
presentes tanto nos ovarios como nas superficies dos ovos, na mesma espécie de mosca-
varejeira, possuam alguma relacdo, ou seja, as espécies de bactérias presentes nas superficies

dos ovos ndo necessariamente vieram do ovario e vice-versa.

Entre as espécies de bactérias mais abundantes na superficie dos ovos, poucas foram
exclusivas (cinco em C. albiceps e trés em C. megacephala), o que indica uma semelhanca
entre as comunidades, dificultando a separacdo e identificacdo das espécies apenas pela
comunidade dos ovos, sugerida por Brundage (2012) para outros califorideos, porém situagdo

diferente ocorreu nos ovarios, pois em C. megacephala, o género Wolbachia representou mais
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de 99% das espécies, criando uma grande diferenca entre as comunidades ovarianas das

espécies e a possibilidade de usar isso como ferramenta taxonémica.

Independentemente da espécie de mosca-varejeira, essas bactérias foram adquiridas de
duas maneiras principais: por transmissdo vertical e/ou horizontal. A vertical é a transmisséo
de micro-organismos da geracdo parental para a prole, enquanto a horizontal é a transmissao de
um hospedeiro para outro (FINE, 1975), que pode ser contato com outro animal ou com um
substrato, incluindo seu consumo. As bactérias encontradas neste estudo, possivelmente foram
transmitidas para as moscas-varejeiras das seguintes maneiras; durante a alimentacdo (aglcar e
figado bovino), por assimilacéo feita pelas larvas durante seu crescimento em meio a carne

moida bovina, através da reproducéo e de geracao parental para prole.

Entre os géneros e espécies encontrados nos ovarios, muitos ja foram relatados com
diferentes funcdes nos califorideos, principalmente na regulacdo de comportamentos. Deve-se,
portanto, fornecer uma visdo geral dos géneros mais encontrados (que representaram pelo
menos 5% ou mais do total encontrado em cada estrutura) para depois focar nas especies mais

abundantes e suas caracteristicas.

Em C. megacephala, o unico género que merece destaque é Wolbachia, representando
99,57 % de todos 0s géneros encontrados nos ovarios. Wolbachia é um grupo de bactérias
endossimbiontes herdados da mée presente em muitos artropodes. Essas bactérias interferem
na biologia reprodutiva dos hospedeiros, expressando varios fendtipos reprodutivos anormais
(WERREN et al., 1995; ZUG e HAMMERSTEIN, 2015), sendo que o mais conhecido deles é
a incompatibilidade citoplasmatica, em que 0s cruzamentos entre individuos com diferentes
estados de infec¢do por Wolbachia (cepas diferentes) resultam em pouca ou nenhuma prole. A
incompatibilidade citoplasmatica concede uma vantagem reprodutiva para hospedeiros
infectados, o que permite que a bactéria se espalhe rapidamente através de uma populacdo
(TURELLI e HOFFMANN, 1991), além disso, pode levar os individuos machos a morte, o que

pode impactar a evolucdo do hospedeiro e a formacado de espécies (BENNETT et al., 2012).

Conhecer as espécies e as cepas de Wolbachia que habitam C. megacephala poderia, de
certa maneira, ajudar a distinguir diferentes populacfes dessa mosca-varejeira em uma regido
e, segundo alguns autores, utilizar a bactéria como agente de controle biolégico (MINGCHAY
et al., 2014).

Em C. albiceps, mais géneros merecem destaque, como Enterococcus, que representou

mais de 25% dos géneros encontrados nos ovarios. Existes mais de 12 espécies nesse género, e
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elas sdo facultativamente anaerdbicas e Gram-positivas, porém apenas duas sdo mais estudadas:
E. faecalis e E. faecium; O habitat natural desses organismos € o trato gastrointestinal humano
e de outros animais, constituindo um componente fundamental da flora intestinal, embora
estejam associados a muitas condicGes clinicas como infecgdo urinaria e a endocardite
infecciosa em humanos (YOUNG, 2012). Esse género ja foi relatado em comunidades
bacterianas de Lucillia sericata (WEI et al., 2014) e no intestino de todos os estagios de vida
de Musca domestica (DE JONGE et al., 2020). Enterococcus faecalis, por exemplo, auxilia no
desenvolvimento larval de Cochliomyia macellaria (AHMAD et al., 2006).

Os membros do género Providencia, que representou 23% dos géneros encontrados nos
ovarios, sdo anaerobios facultativos e estdo muito relacionados com infecgBes urinarias
hospitalares (MANQOS e BELAS, 2006), podendo ser encontrados no trato intestinal e nas fezes
de humanos e animais (MULLER, 1983; COSTAS et al., 1987). Sdo comumente encontrados
em Drosophila melanogaster (GALAC e LAZZARO, 2011) e em carcagas de porco
(JOHNSON et al., 2013).

O género Pseudomonas foi descrito em 1894 e é um dos géneros mais diversos e
onipresentes, membros desse género sdo Gram-negativos e ja foram isolados em todos o0s tipos
de ambientes, da Antartica aos Tropicos, presentes em sedimentos, amostras clinicas, plantas,
fungos e animais doentes, na agua, solo, rizosfera vegetal, mar, desertos e outros locais (PEIX
et al., 2009). Espécies ndo-patogénicas ja foram relatadas em M. domestica (SUKONTASON
et al., 2006; BRITS et al., 2016) e especies patogénicas ja foram encontradas em C.
megacephala (SUKONTASON et al., 2000) e L. sericata (WEI et al., 2014). Algumas espécies
também ja foram encontradas em alimentos e classificadas como deterioradoras de carne (COX
et al.,, 1975; ERCOLINI et al., 2010; MOHAREB et al., 2015; CALDERA et al., 2016).

As bactérias do género Bacteroides sdo anaerdbicas obrigatorias, Gram-negativas e
habitam geralmente os tratos respiratorio, intestinal e genital feminino dos animais e, apesar de
habitantes comuns da flora intestinal do ser humano, bactérias desse género estdo fortemente
relacionadas as infe¢cbes humanas (BALOWS et al., 2013). Também sdo encontradas em fezes
animais (ALBUQUERQUE e ZUREK, 2014) e em carcacas de porcos (JOHNSON et al.,
2013).

Apesar de apenas um género aparecer em grande quantidade nos ovarios de C.
megacephala, a superficie de seus ovos revelou uma distribuicdo maior de géneros.

Carnobacterium, por exemplo, representou 23% dos géneros encontrados e sdo

comumente isoladas de quatro lugares: carne (e produtos a base de carne), aves, peixes e dgua
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do mar (WOOD e HOLZAPFEL, 1992). A carne ndo processada, assim como certos produtos
derivados, representa um dos principais habitats das carnobactérias. Algumas espécies
apresentam prevaléncia em bovinos e suinos embalados a vacuo e armazenados a baixas
temperaturas (SHAW e HARDING, 1984; SCHILLINGER e LUCKE, 1987; BORCH ¢
MOLIN, 1988). A presenca desse género na superficie dos ovos pode ter origem da alimentacao
que os individuos desta pesquisa tiveram (figado bovino, por exemplo), pois sabe-se que
espécies desse género sdo frequentemente encontradas em insetos que se alimentam de sangue
ou carne (SONTOWSKI e VAN DAM, 2020). Ao mesmo tempo, ndo se pode descartar a
hipo6tese de que elas tenham sua origem de outro lugar que ndo seja do alimento, ja que existem
relatos da presenca desse género no intestino de mosquitos (GHAHVECHI KHALIGH et al.,
2020) e na superficie dos ovos de outros califorideos (BRUNDAGE et al., 2017).

Brochothrix contém bactérias Gram-positivas, facultativamente anaerobicas e, assim
como Carnobacterium e Pseudomonas, séo bactérias que deterioram carne e causam um odor
desagradavel no processo (STANLEY et al., 1981; CASABURI et al., 2014; STANBOROUGH
et al., 2017) especialmente em produtos pré-embalados mantidos em temperatura de
refrigeracdo, ainda ndo ha evidéncias de que qualquer cepa de Brochothrix seja patogénica para
humanos ou animais (STACKEBRANDT e JONES, 2006). Porém, ao contrario de
Carnobacterium e Pseudomonas, ndo parece existir relatos de espécies desse género presente
em insetos, podendo este ser o primeiro, e possivelmente foi assimilada também pela
alimentacdo, visto os locais mais comum em que sdo encontradas.

Lactococcus € outro género encontrado na superficie dos ovos de C. megacephala, seus
membros sdo Gram-positivos e anaerobicos. Tém sido comumente isolados em material vegetal
(SANDINE; RADICH; ELLIKER, 1972), raramente sdo encontrados em fezes ou no solo e
algumas aparecem na superficie corpdrea das vacas e em sua saliva (WOOD e HOLZAPFEL,
1992). Ja foi relatado no intestino de M. domestica (WEI et al., 2013; BAHRNDORFF et al.,
2017), em diferentes estagios de L. sericata, P. regina e L. cuprina (SINGH et al., 2015;
WOHLFAHRT et al., 2020), o que sugere participa¢do no desenvolvimento desses estagios.

Bactérias do género Leuconostoc sdo heterofermentativas (convertem a glicose em
acido latico, etanol e gas carbdnico), possuem necessidades nutricionais complexas e sdo
encontradas, comumente em plantas, produtos derivados do leite, carne e produtos resultantes
de fermentagdo (GARVIE, 1967; WOOD e HOLZAPFEL, 1992). Estd muito presente em todos
os estagios de vida de L. sericata (WOHLFAHRT et al., 2020), no intestino e na superficie
corporal de adultos de M. domestica (FOUDA et al., 2016; DE JONGE et al., 2020) e também

na exocuticula de Clogmia albipunctata, mosca praga que transmite patégenos infecciosos
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(FAULDE e SPIESBERGER, 2013), de Chrysomya albiceps e de Sarcophaga carnaria
(FOUDA et al., 2016).

Na superficie dos ovos de C. albiceps foram encontrados os géneros Providencia
(32,9%), Pseudomonas (22%), Lactococcus (9%) e Carnobacterium (8,25%) ja descritos, além
de Serratia (9,3%).

Pesquisadores ja relataram espécies de Serratia em todos os tipos de ambientes, no solo,
ar, na agua, em plantas e animais (GRIMONT e GRIMONT, 1978). Em insetos, ja foi isolado
de individuos saudaveis, doentes ou mortos. Ja foi encontrada associada aos ovos da mosca de
fruta do Mediterraneo, Ceratitis capitata (GRIMONT e GRIMONT, 1978) e L. cuprina
(LIMSOPATHAM et al., 2017) e foram isoladas de Dacus dorsalis (STEINHAUS, 1951),
Drosophila spp. (HEIMPEL e WEST, 1959), M. domestica e C. megacephala (STEINHAUS,
1959; OLIVEIRA et al., 2006).

Um ponto que deve ser levado em consideracdo ao analisar 0s géneros e espécies
encontrados é a contaminacdo por fontes externas que participaram do processo de extracdo e
sequenciamento de DNA. Isso se tornou mais evidente com o aparecimento de técnicas
moleculares mais sensiveis, como PCR, metodos de sequenciamento do gene 16S rRNA e
shotgun metagenémico, capazes de identificar hospedeiros de microrganismos cultivaveis e ndo
cultivaveis (GLASSING et al., 2016), seus reagentes, kits de isolamento de DNA, master mixes
de PCR e vérios outros suprimentos de laboratério usados no processamento e analises de DNA
podem estar contaminados com DNA bacteriano (RAND e HOUCK, 1990; MCFETERS et al.,
1993; CORLESS et al., 2000; MCALISTER et al., 2002; SHEN et al., 2006). Esse tipo de
contaminacdo é sempre minimizado pelos pesquisadores e pelas empresas que desenvolvem os
produtos utilizados, porém alguns géneros ja foram relatados nesses casos, como Enterococcus,
Pseudomonas, Bacteroides e Serratia (SALTER et al., 2014; GLASSING et al., 2016;
WEYRICH et al., 2019), entdo deve-se ter cautela ao afirmar que todos esses géneros descritos
vieram das estruturas analisadas.

Tanto na superficie dos ovos de C. megacephala como na de C. albiceps foram
encontrados géneros nado identificados, isso aconteceu porque muitas bactérias foram
classificadas pelas andlises como “ndo cultivaveis”, que sdo espécies que ndo podem ou ainda
ndo foram cultivadas em laboratorio, pois ha dificuldade em replicar seu ambiente natural ouo
ambiente de seu hospedeiro e, portanto, ainda ndo foram identificadas e ndo estdo nos bancos
de dados consultados (STEWART, 2012). Essa dificuldade em recriar o ambiente acontece,
provavelmente, porque esses individuos devem ter uma forte relacdo de dependéncia com seus

hospedeiros, no caso, com as moscas-varejeiras, e podem ser um foco interessante para
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pesquisas futuras, pois essa forte dependéncia pode indicar uma func¢do importante da bactéria
no organismo.

Em C. megacephala, as espécies mais abundantes no ovario se restringiram ao género
Wolbachia que, como dito anteriormente, sdo bem conhecidas por afetarem processos
reprodutivos. Porém podem desempenhar papéis benéficos para os hospedeiros como auxiliar
nutricionalmente (sua auséncia desacelera o desenvolvimento) (HOSOKAWA et al., 2010;
PONTON et al., 2015), aumentar a longevidade (PONTON et al., 2015) e proteger contra virus
(TEIXEIRA et al., 2008; JOHNSON, 2015) e infeccBes por outras bactérias (WONG et al.,
2011; YE et al., 2013; BRAQUART-VARNIER et al., 2015; SHOKAL et al., 2016; GUPTA
et al., 2017). Dentre as encontradas, a Unica identificada completamente, Wolbachia pipientis,
por exemplo, também afeta os insetos reprodutivamente, ela regula niveis de ferro da dieta de
D. melanogaster, assegurando altos niveis de fecundidade (BROWNLIE et al., 2009).

O contrario ocorre nos ovarios de C. albiceps, onde ndo se encontrou membros de
Wolbachia, porem uma grande variedade de espécies. A auséncia de Wolbachia em C. albiceps
permite levantar pontos interessantes, talvez sua presenca somente em C. megacephala possa
ajudar diferenciar as duas espécies e a explicar a auséncia de outras espécies bacterianas nos
ovarios de C. megacephala e a presenca de muitas nos ovarios de C. albiceps, ja que Wolbachia
pode inibir outras infeccdes.

Nos ovarios de C. albiceps foi encontrado o maior nimero de espécies abundantes, 41
espécies no total, como Bacillus simplex, geralmente encontrada no solo e ja relatada nos
intestinos de humanos (CROCE et al., 2014), de Thaumetopoea pityocampa (Lepdoptera)
(INCE et al., 2008) e de Gryllotalpa gryllotalpa L. (Ortoptera) (SEZEN et al., 2013), ela produz
fungicidas que ajudam a isolar o substrato ou o ambiente em que vivem, aumentando a
resisténcia desses locais ou do hospedeiro a doencas causadas por fungos (SCHWARTZ et al.,
2013). Lam (2010) destaca algumas bactérias com a mesma funcédo presente em ovos de M.
domestica e que essa atividade aumenta a sobrevivéncia larval. Apesar de ndo ter sido
encontrada nos ovos, existe a possibilidade de que ela possa ser transmitida para eles e
desempenhar uma funcdo semelhante.

N&o ha muitos relatos de Enterococcus termitis em califorideos, mas a espécie estava
presente em grande quantidade nos ovarios de C. albiceps e ja foi descrita no intestino de
Oryctes rhinoceros (Coleoptera) (SEZEN et al., 2013). Porém outros membros desse género
desempenham fungdes que interferem no comportamento de alguns insetos. Aparentemente,

em baratas e besouros, essas bactérias produzem feroménios fecais de agregacéo, os acidos
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carboxilicos volateis (VCASs) que sdo altamente atrativos, auxiliando no processo de reproducdo
e agregacdo (WADA-KATSUMATA et al., 2015; MCMANUS et al., 2018).

Morganella morganii também aparece bastante nos ovérios de C. albiceps. Ela é um
bacilo Gram-negativo encontrada no meio ambiente e no trato intestinal dos humanos,
mamiferos e répteis como parte da flora normal e, apesar de sua ampla distribuicéo, raramente
causam infec¢ées em humanos (STOCK e WIEDEMANN, 1998; FALAGAS et al., 2006). Nos
insetos, ja foi registrada em C. megacephala e M. domestica (SUKONTASON et al., 2007,
BRITS et al., 2016), no mosquito-palha Lutzomyia longipalpis (PETERKOVA-KOCI et al.,
2012) e nos ovos de C. megacephala e L. cuprina (LIMSOPATHAM et al., 2017). Também
esta presente em glandulas do oviduto do besouro Costelytra zealandica onde produz fenol,
uma substancia que funciona como feromonio sexual nessa espécie (MARSHALL et al., 2016).
Para Phormia regina (Calliphoridae), essa bacteria, encontrada no seu intestino, tem um papel
de agregacdo, ao ser regurgitada no momento da alimentacdo, 0 micro-organismo produz
“BVOCs” como indol, dimetil trissulfeto e 2-feniletanol que atraem outros individuos da
mesma espécie, e apenas sua presenca no local provoca a mesma reacdo (CALCAGNILE et al.,
2019; URIEL et al., 2020). Além de estar presente nos ovarios e na superficie dos ovos de C.
albiceps, também foi encontrada na superficie dos ovos de C. megacephala.

Outras espécies relevantes sdo Providencia rettgeri (também foi encontrada na
superficie dos ovos de C. albiceps e C. megacephala) e P. stuartii (também foi encontrada na
superficie dos ovos de C. albiceps). Providencia rettgeri ja foi relatada na superficie dos ovos
de C. megacephala e L. cuprina (LIMSOPATHAM et al., 2017), na superficie corpdrea de C.
megacephala e M. domestica (SUKONTASON et al., 2007) e no intestino das larvas de M.
domestica (ZUREK et al., 2000). Providencia stuartii ja foi isolada de glandulas salivares de
L. sericata (YUAN et al., 2017), na superficie corporea de M. domestica e C. megacephala
(SUKONTASON et al., 2006, 2007) e na superficie dos ovos de L. cuprina (LIMSOPATHAM
et al., 2017). Ambas as espécies tém um efeito interessante em Cochliomyia hominivorax:
sangue inoculado com elas (separadas ou juntas) atrai mais fémeas para oviposicdo do que
sangue estéril (ambas sdo encontradas em feridas cutaneas de bovinos) através da producéo de
volateis ou, no caso de P. rettgeri, somente com sua presenca (CHAUDHURY et al., 2010,
2016). Entre os volateis produzidos pelas espécies estdo o dimetil dissulfeto, dimetil trissulfeto,
fenol, p-cresol e indol (ZHU et al., 2017). Providencia stuartii também produz compostos que
atraem L. cuprina para oviposicao (LIU, 2014).

Roseburia intestinalis provoca um comportamento semelhante; em conjunto com outros

organismos presentes nas fezes de cavalo, ela estimula a oviposi¢cdo da mosca-de-estabulo,
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Stomoxys calcitrans (Calliphoridae) e proporciona um habitat adequado para o
desenvolvimento larval dessa espécie (ALBUQUERQUE, 2012).

Serratia sp é encontrada na superficie dos ovos de L. cuprina (LIMSOPATHAM et al.,
2017), na regido abdominal da fémea de Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera) (LANCE,
1992) e na superficie corpérea de C. megacephala e M. domestica (BRITS et al., 2016). No
besouro, essa bactéria atrai fémeas para ovipor no local (LANCE, 1992) e compostos liberados
por Serratia sp parecem atrair fémeas gravidas de L. cuprina (MORRIS et al., 1997).

Agora, entre as bactérias encontradas na superficie dos ovos de C. megacephala,
Corynebacterium variabileo ja foi relatada na larva de M. domestica e ajuda o imaturo a
assimilar o alimento consumido (YANG et al., 2015) e alguns membros desse género sao
responsaveis pela producdo de compostos atrativos para mosquitos Anopheles gambiae
(TAKKEN e KNOLS, 1999; VERHULST et al., 2010; BUCK et al., 2016).

Hafnia alvei também ja foi relatada no intestino de Poecilus chalcites (Coleoptera)
(LEHMAN et al., 2009) e da mosca de fruta, Dacus dorsalis (JANG e NISHIJIMA, 1990), na
superficie corporea de M. domestica (NASCIMENTO et al., 2003; GUERRA et al., 2019) e
também pode ser assimiladas em substratos externos (LUNA et al., 2004). A mosca de fruta
parece ser atraida para locais com a presenca dessa bactéria, primeiramente para se alimentar.
Também é conhecida por produzir na carcagca compostos sulfurosos como metanotiol e dimetil
sulfeto que séo atrativos para moscas-varejeiras (PACZKOWSKI e SCHUTZ, 2011).

Klebsiella pneumonia ja foi muito estudada na mosca de fruta mexicana, Anastrepha
ludens, e no gafanhoto-do-deserto, Schistocerca gregéaria, essa bactéria € encontrada no
intestino desses insetos, geralmente sdo assimiladas durante a alimentacéo, e elas liberam
compostos atrativos a partir da fonte do alimento que provocam agregacdes de individuos
(MARTINEZ et al., 1994; ROBACKER e BARTELT, 1997; DILLON e CHARNLEY, 2002).
Alguns dos volateis produzidos que atraem a mosca de fruta sdo amonia, metilamina, 3-
metilbutanamida, 1-pirrolina, 2,3,4,5-tetrahidropiridina e varias pirazinas e para o gafanhoto,
5-etilguaiacol, guaiacol e fenol (LERQY et al., 2011).

Outra Klebsiella foi encontrada, mas ndo completamente identificada, a Klebsiella sp
ndo cultivada, Klebsiella esta frequentemente associada a dipteros, ja foi isolada da superficie
corporea de M. domestica (KASSIRI et al., 2012) e de alguns califorideos (PARALUPPI et al.,
1996) e na superficie dos ovos de M. domestica onde parece ter duas fungdes principais, regular
0 comportamento de oviposicdo, pois a concentracdo dessa espécie no ovo pode inibir (fases
avancadas do desenvolvimento do ovo, onde a concentracdo da bactéria € maior) ou estimular

a deposicdo de ovos por novas fémeas (ovos depositados recentemente) (LAM et al., 2007) e
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inibir o crescimento de fungos prejudiciais ao desenvolvimento dos ovos e das futuras larvas
(LAM et al., 2009). Também € responsével por atrair larvas de Delia antiqua, mosca da cebola,
para alimentagdo e seus adultos para oviposi¢do (IKESHOJI, TOSHIAKI et al., 1980), também
podem atrair C. macellaria (CHAUDHURY et al., 2016).

Lactococcus lactis atrai mosquitos do género Aedes para oviposicdo, tanto com sua
presenca, dependendo da densidade populacional (PONNUSAMY et al., 2015) quanto através
de compostos quimicos produzidos como o0 &acido nonandico e o metiltetradecanoato
(PONNUSAMY et al., 2016).

Pseudomona fulva ja foi isolada de larvas em diferentes estadgios de Wohlfahrtia
magnifica (Sarcophagidae) (TOTH et al., 2006) e da superficie dos ovos de M. domestica (LAM
et al., 2009). Ela tem o papel de inibir novas fémeas de M. domestica de depositarem novos
ovos em locais ja colonizados e esgota nutrientes essenciais para o desenvolvimento de fungos
prejudiciais aos ovos e as larvas no substrato (LAM et al., 2007, 2009).

N&o ha muita informag&o sobre uma possivel funcao de Staphylococcus cohnii na
regulacéo de algum comportamento em inseto, mas algumas espécies do género ja foram
isoladas nos ovos de Chrysomya putoria (DALLAVECCHIA et al., 2014) e L. cuprina
(LIMSOPATHAM et al., 2017). Staphylococcus saprophyticus, S. sciuri e S. xylosus, presentes
em ovos de M. domestica, apresentaram acdo fungicida, assim como P. fulva (LAM et al.,
2009). Portanto, a espécie encontrada em C. megacephala pode apresentar funcdo semelhante.
Outras bactérias isoladas da superficie dos ovos de C. megacephala com funcdes relevantes
foram discutidas anteriormente como Enterococcus termitis, Morganella morganii,
Providencia retggeri e Wolbachia pipientis. Essas espécies (exceto Wolbachia pipientis), além
de P. stuartii, Psudomonas sp e Serratia sp, também foram encontradas na superficie dos ovos
de C. albiceps.

As outras espécies abundantes encontradas possuem pouca ou nenhuma informacao
relacionada aos califorideos e quando relatadas em insetos, geralmente sdo habitantes naturais
do intestino ou da superficie corporal, alguns exemplos sdo Acinetobacter lwoffii (OLIVEIRA
et al., 2006), Acinetobacter septicus (BIGIOTTI et al, 2019), Bacteroides plebeius
(BORRELLI et al., 2017), Bacteroides vulgatus (YONG et al., 2017), Blautia sp. (MINARD et
al., 2014), Buttiauxella agrestis (KUMAR, 2012), Halomonas cupida (GUPTA et al., 2012) e
Parabacteroides distasonis (GUPTA et al., 2012). A presenca dessas bactérias, e até mesmo as
descritas anteriormente que s6 foram relatadas em intestinos, na superficie dos ovos pode ser
explicada pela transferéncia através das fezes, por exemplo (HILKER e MEINERS, 2008), ja

que muitas moscas-varejeiras defecam proximo a locais de alimentagéo e oviposi¢éo.
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Algumas das espécies encontradas foram somente relatadas em fontes externas como
carcagas de peixes, por exemplo, ou outros substratos, e, aparentemente, ainda ndo foram
relatadas na superficie dos ovos de califorideos. Alguns exemplos sdo Barnesiella
intestinihominis (IANCU et al.,, 2016), Clostridium disporicum (IANCU et al., 2018),
Faecalibacterium prausnitzii (LEI et al., 2012), Ruminococcus obeum (MAERTENS e
COUDERT, 2006), Leuconostoc gelidum (SHAW e HARDING, 1989), Myroides
odoratimimus (PECHAL e BENBOW, 2016), Porphyromonas catoniae (KONONEN et al.,
1999), Vagococcus teuberi (WEI et al., 2014) e Vagococcus carniphilus (SHEWMAKER et al.,
2004).

Outras, como Roseburia faecis, por exemplo, podem ter entrado nas amostras pelo kit
de extracdo (GLASSING et al., 2016), entdo deve-se ser cauteloso ao afirmar que determinada
bactéria estava realmente presente no ovario ou no ovo e ndo por contaminacdo devido aos
processos de extracdo e sequenciamento.

Todas essas bactérias e os compostos discutidos anteriormente podem ajudar a

compreender melhor o que aconteceu nos bioensaios.

Portanto, voltando a eles, agora incluindo os resultados da cromatografia gasosa e de
comunidade bacteriana na discussdo, pode-se sugerir que 0s primeiros compostos percebidos
pelas fémeas, provocando as visitas ja discutidas, sdo os alcanos metilados encontrados nas
amostras (0 grupo com maior nimero de compostos), pois o fato de serem um pouco mais
volateis que alcanos lineares e alcenos (DRIJFHOUT et al., 2013) facilitaria sua deteccao.
Como descritos, funcionam principalmente na identificacdo de coespecificos (2-MeCas e 8-
MeCo4) (STOFFOLANO et al., 1997; SOARES et al., 2017), o que seria ideal, ja que 0 processo
de oviposicdo agregada, por exemplo, tem como uma de suas primeiras etapas a identificacdo
de ovos da mesma espécie. Sabe-se que algumas varejeiras evitam agregar seus 0vos ou ovipor
em locais ja colonizados com ovos ou larvas de outras espécies, pois essa larvas podem predar
seus imaturos (FARIA e GODOQY, 2001; FARIA et al., 2004; GIAO e GODOY, 2007), portanto
um sinal de reconhecimento inicial deve ser utilizado para evitar essa situacdo e agregar 0s 0Vos

apenas com outros coespecificos.

Os alcenos Cz2:1, Cosa:1 € Cas:1 (MERESZ e MOZSGAI, 1976; SIWICKI et al., 2005;
Flores-Prado et al., 2008) e os alcanos lineares Cz7, Czs, Ci1s, C2o€ Cos j& (MUKHERJEE et al.,
2013; SARKAR et al., 2013; MOBARAK et al., 2020) também se mostraram atrativos para
outras espécies de moscas e insetos e poderiam estar agindo da mesma maneira nos bioensaios

em conjunto com os alcanos metilados para despertar o interesse dos individuos.
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Sobre os micro-organismos que poderiam auxiliar na atracdo inicial, primeiramente
alguns pontos devem ser observados; (1) ndo é possivel afirmar que todas as bactérias existentes
na superficie dos ovos estavam presentes nos extratos testados, pois 0 método de extracao por
solventes ndo garante a presenca delas nos extratos, mas (2) sabe-se que tanto o hexano como
0 éter ndo sdo agentes antimicrobianos (WHITE et al., 1996; HARDISON et al., 1997;
HARRIS, 1999), o que permitiria a presenca delas nos ensaios. Portanto, 0s micro-organismos
serdo considerados apenas para uma situacdo mais natural, em que eles e 0s compostos
presentes nas superficies dos ovos agem na fémea provavelmente ao mesmo tempo, e ndo para
sustentar o que ocorreu nos bioensaios. Dito isso, muitas das bactérias encontradas poderiam
ter essa funcdo de atrativos iniciais para as fémeas de C. megacephala e C. albiceps;
Morganella morganii, Providencia rettgeri, P. stuartii, Serratia sp, Hafnia alvei, Klebsiella
pneumonia e Klebsiella sp agem como atrativos em dipteros ou outros insetos (MORRIS et al.,
1997; LAM et al., 2007; PACZKOWSKI e SCHUTZ, 2011; CHAUDHURY et al., 2016;
CALCAGNILE et al., 2019). E sabe-se que moscas-varejeiras sdo mais atraidas para locais ndo
esterilizados (BRUNDAGE et al., 2017).

Além do comportamento de atracdo e o de um provavel reconhecimento e analise do
extrato (devido aos altos valores de média de tempo encontradas nas duracdes das visitas), a
Unica outra afirmacdo que pode ser feita analisando o0s bioensaios é a falta de oviposi¢do em
todos os tratamentos. Essa falta de oviposicdo pode ter ocorrido devido a presenca dos acidos
graxos nas amostras dos ovos dessas espécies. Sabe-se que a fun¢do mais comum de tais acidos
em outras espécies de insetos ¢ a de “ODP” (inibidores de oviposi¢dao), principalmente na
comunicacdo intraespecifica (SINGER, 1998). Para moscas-varejeiras, esses compostos (acido
miristico e palmitico) podem estar agindo de forma semelhante. Os califorideos geralmente
depositam seus ovos de maneira excessiva no substrato, até mesmo comprometendo o
desenvolvimento larval (LIMA e VON ZUBEN, 2016), porém, locais diferentes sdo
colonizados por uma espécie na mesma carcaca, isso indica que a agregacdo dos ovos tem um
limite e talvez esses compostos possam sinalizar os locais com muitos ovos e ajudar na
avaliacdo do substrato, evitando altos niveis de competicdo (IVES, 1991), funcéo principal dos
“ODPs”. Outra explicagdo para a falta de oviposi¢@o ¢ a falta de um substrato adequado no
local, pois mesmo que esses compostos e bactérias ajam de forma a atrair, agregar e estimular
oviposicdo, a presenca de um substrato ainda é necessidade basica das moscas-varejeiras no
processo de deposicdo de ovos (BROWNE, 1960; ZUCOLOTO, 1991; ARCHER e ELGAR,
2003).
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Apesar de ndo ter sido observado outro tipo de comportamento nos bioensaios, muitos
dos outros compostos e micro-organismos descritos poderiam afetar o comportamento das
fémeas de C. megacephala e C. albiceps em etapas seguintes a chegada ao extrato, mas,

obviamente, mais testes seriam necessarios para confirmar essa hipétese.

Como alguns exemplos, muitos dos outros compostos encontrados nas superficies dos
ovos provocam agregacdo de adultos em varejeiras e outras espécies de insetos, assim como
estimulam a oviposi¢cdo no local através do contato direto com o composto. O Cas:1 e 0 Ca3
(alceno e alcano linear, respectivamente) provocam agregacao em fémeas de M. domestica e as
estimulam a ovipor nos mesmos locais ja colonizados (RICHTER et al., 1976; JIANG et al.,
2002). O Cy7 e 0 Cootambém agem dessa maneira em outros insetos (UDAYAGIRI e MASON,
1997; JIANG et al., 2015). Morganella morganii, algumas espécies do género Enterococcus
(MCMANUS et al., 2018), Roseburia intestinalis (ALBUQUERQUE, 2012) e Klebsiella
também agregam fémeas e estimulam oviposicéo de coespecificos no mesmo local, regulando
0 comportamento de oviposicdo. Talvez esses compostos e bactérias interfiram da mesma

maneira em C. megacephala e C. albiceps.

Mesmo ndo sendo possivel afirmar que esses compostos e micro-organismos tenham
essas funcdes nas espécies em questao, é valido assumir que essa complexa mistura presente
nos ovos possa participar da regulacdo do comportamento de oviposicado dessas espécies, desde
a atracdo ao local, agregacao de outros adultos, identificacdo do ovo como um coespecifico até
estimulo de oviposicdo. Todas essas etapas sdo vistas no processo de oviposicao agregada, por
exemplo (ESSER, 1990, 1991; LAM et al., 2007; LIMA e VON ZUBEN, 2016).

Dentre os compostos encontrados, muitos parecem regular comportamentos em outros
insetos, principalmente os reprodutivos e de oviposi¢do. Conhecer melhor o efeito de cada um
em C. megacephala e C. albiceps, assim como uma melhor compreensdo da variacdo de
concentracdo ao longo do desenvolvimento de seus estagios pode ajudar a compreender melhor
seus efeitos na regulacdo comportamental dessas espécies, ja que € provavel que o perfil
quimico se altere, tanto qualitativamente como quantitativamente, entre os estagios e com a
idade (FREDERICKX et al., 2012; MOORE et al., 2013; KRANZ et al., 2017; PAULA et al.,
2017; LUNAS et al., 2019), o que poderia afetar a percepcdo dos mesmos pelas fémeas ao

analisarmos seus efeitos através dos ovos.

E além do dbvio papel de vetor que essas moscas desempenham para essas bactérias,

algumas provocando infeccOes sérias em humanos ou ndo, todas as que foram descritas, tanto
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no ovario como na superficie dos ovos, tém uma fungdo interessante na atracdo, agregacao e
oviposicdo em outros insetos, através da liberacdo de compostos ou sua presenca no local, e,
portanto, sdo alvos com bastante potencial para futuras pesquisas para confirmar se as mesmas
funcdes se aplicam a C. megacephala e C. albiceps, incluindo uma confirmacéo que reforce sua
presenca nos ovarios e/ou nas superficies dos ovos. Dentre 0s géneros descritos, muitos deles
ja foram relatados na superficie dos ovos de Chrysomya rufifacies e Cochliomyia macellaria
(BRUNDAGE, 2012), e 0 autor descreve que a presenca desses géneros € alterada com o passar
do tempo, o que pode impactar no comportamento de oviposicdo dessas espécies, algo que
também precisa ser melhor analisado para C. megacephala e C. albiceps, ja que as bactérias
aqui descritas foram isoladas de ovos e ovarios frescos e, portanto, nao foi possivel saber se a
quantidade de géneros e espécies ¢ alterada ao longo do tempo. Além disso, Brundage (2012)
sugere que a quantidade dessas bactérias pode auxiliar a diferenciar os estagios imaturos dessas
espécies, 0 que seria uma importante ferramenta forense. Outra funcdo que elas podem ter em
C. megacaphela e C. albiceps é a de auxiliar no desenvolvimento de diferentes estagios de
desenvolvimento (TOMBERLIN et al., 2017; HARSHINI et al., 2018) e proteger 0s ovos e as
futuras larvas contra fungos e outras bactérias (LAM, 2010; SCHWARTZ et al., 2013).

Fora o conhecimento que essas interacGes entre mosca-varejeira e micro-organismos
podem proporcionar a biologia comportamental, essas bactérias podem auxiliar na melhoria das
iscas das armadilhas de captura em massa dessas especies pragas, aumentando a atracdo até a
armadilha em conjunto com os compostos ja conhecidos que séo atrativos (AAK et al., 2011) e
assim, controlando a populacdo da mosca-varejeira

Testar 0s compostos e as bactérias individualmente frente as fémeas dessas duas
espécies pode ajudar a compreender melhor se de fato, eles tém as funcdes sugeridas
anteriormente, auxiliando no entendimento de como elas realizam a busca por recursos

(dindmica de colonizacao inicial de carcaca) e por locais de oviposicdo especificos.
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6 CONCLUSOES FINAIS

- As fémeas de C. albiceps e C. megacephala foram mais atraidas para os extratos de
ovos de 0 h e 10 h em éter.

- O perfil quimico da superficie dos ovos de ambas as espécies consiste basicamente de
uma mistura complexa de hidrocarbonetos e &cidos graxos, e apenas em C. albiceps, ele difere
qualitativamente entre os periodos de desenvolvimento.

- A comunidade bacteriana ¢ muito variada nas duas espécies. No geral, uma riqueza
maior é encontrada em C. albiceps. Na superficie dos ovos também foi encontrada uma riqueza
maior de bactérias para ambas as espécies quando comparada com 0s OVArios.

- Muitos dos compostos e das espécies bacterianas encontradas na superficie dos ovos e
dos ovarios podem ter um papel na regulacédo do comportamento de oviposicéo dessas espécies,

desde sua atragdo ao local até agregacéo de adultos e dos ovos.
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A.1 APENDICE A — Introducdo complementar

Cromatografia gasosa e espectrometria de massa

A cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) é uma técnica
analitica para identificar diferentes compostos de uma amostra. A CG é usada para separar 0S
materiais volateis e semivolateis e termicamente estveis em uma amostra, enquanto a EM
fragmenta a substancia a ser identificada com base na sua massa (CHAUHAN; GOYAL,;
CHAUHAN, 2014). A técnica tem como base a migracdo diferencial de compostos de uma
amostra, esses compostos passam por uma coluna contendo uma fase estacionaria e sdo levados
para a fase movel. A identificacdo e quantificacdo dos compostos é realizada através de seus
espectros de massas e da intensidade dos sinais produzidos pelos fragmentos de ionizacdo da

molécula, respectivamente.

Como uma tecnologia tnica, o CG-EM oferece a oportunidade de realizar a anélise de
novos compostos, caracterizando-os e identificando-os, sendo eles sintetizados ou
derivatizados. E amplamente utilizado em ciéncias bésicas e aplicadas, como Quimica,

Polimeros, Nanotecnologia e Biotecnologia, entre outras.

Extracdo de DNA

Para conhecer a comunidade bacteriana de uma amostra € necessario, em primeiro lugar,
obter o DNA das bactérias presentes no local para depois identifica-las adequadamente.
Existem inimeros procedimentos adotados para a extracao tanto de DNA como de RNA, que

diferem para células animais, vegetais e bacterianas.

A parede celular das células procaridticas sempre se mostrou vantajosa para esses
organismos, pois apresenta caracteristicas como elasticidade, resisténcia a pressdo, a altas
temperaturas e a valores extremos de pH, porém isso pode dificultar na hora da extracdo do
material genético (BEVERIDGE, 1999). Apesar de algumas diferencas, a parede celular das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas € construida a partir do polimero peptidioglicano
(mais espessa nas Gram-positivas), um composto de longos filamentos de glicanos, que com a
ajuda de peptideos elasticos, formam uma rede rigida e ao mesmo tempo maleavel que protege
a célula da lise (MATIAS et al., 2003; HUANG et al., 2008; ROSA, 2008).
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No geral e resumidamente, o processo de extragdo segue as seguintes etapas: (1) ruptura
da parede celular; (2) remocdo das proteinas, pois durante a ruptura, todos 0s componentes que
saem para 0 meio extracelular, a ndo ser moléculas de DNA, RNA e proteinas, sdo eliminados
por meio da centrifugacdo; (3) precipitacdo do DNA e (4) degradacdo do RNA residual
(CORDEIRO, 2003).

Kits de extracdo de DNA comerciais sdo utilizados para concluir essas etapas e

conseguir um grau de pureza razoavel do material genético para 0s processos subsequentes.

Eletroforese em gel de agarose e quantificacdo por espectrofotometria

Para confirmar que todas as extracbes de DNA foram bem-sucedidas, as amostras
obtidas nas extracfes passaram pelo processo de eletroforese em gel e, em seguida, por um

espectrofotdmetro.

A eletroforese em gel é uma técnica molecular que permite a visualizacdo do DNA pela
separacao de moléculas com base no seu tamanho através de um campo elétrico, nesse método,
0 DNA é aplicado em um gel formado por um polimero (agarose) e um tampéo (solucao
quimica capaz de transmitir eletricidade e manter o pH constante), conectando esse sistema a
uma corrente elétrica (HEPP e NONOHAY, 2016). O DNA ¢ atraido para o polo positivo,
migrando atraves do gel, e suas moléculas séo separadas pelo tamanho, se as moléculas tiverem
0 mesmo tamanho, elas vdo parar no mesmo lugar no gel e formam uma regido denominada

banda, visivel por meio de corantes que se ligam ao DNA.

Ao detectar presenca de DNA no gel de agarose, esse material é analisado no
espectrofotbmetro. A espectrofotometria € um método utilizado para a determinacdo da
concentracdo de compostos presentes em uma solucao, por meio da transmissdo ou absorc¢éo de
luz (ROCHA e TEIXEIRA, 2004; CAMPQOS, 2014). O equipamento comumente utilizado para

a funcdo é o Nanodrop, pois requer volumes baixos de amostras (SILVA, 2014).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Apoés a extracdo e quantificagdo do DNA, deve-se isolar e replicar o DNA alvo da

pesquisa. A PCR permite a amplificagdo de um fragmento de DNA especifico a partir de uma
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amostra com material genético de vérias origens. O objetivo da PCR, nas palavras de sua
inventora, a Dra. Kary Mullis, é "permitir que vocé escolha o pedaco de DNA de interesse e
consiga 0 maximo que quiser" (MULLIS, 1990). Cada ensaio de PCR requer a presenca do
DNA molde, primers, nucleotideos e DNA polimerase. A DNA polimerase é a enzima chave
que liga nucleotideos individuais para formar o produto de PCR. Os nucleotideos séo as quatro
bases — adenina, timina, citosina e guanina (A, T, C, G) — encontradas no DNA que atuam
como os blocos de construgdo que sdo usados pela DNA polimerase para criar o produto de
PCR resultante. Os primers na reacdo sdo fragmentos curtos de DNA com uma sequéncia
definida complementar ao DNA alvo que deve ser detectado e amplificado, eles servem como
um ponto de extensdo para a DNA polimerase desenvolver (GARIBYAN e AVASHIA, 2013).

Os componentes mencionados acima sdo misturados em um tubo de ensaio e, em
seguida, colocado no termociclador, que permite que ciclos repetidos de amplificacdo de DNA
ocorram em trés etapas basicas. Esse equipamento aumenta e diminui a temperatura da mistura
em etapas discretas, precisas e pré-programadas (WEIER e GRAY, 1988). Os produtos de PCR

resultantes também podem ser analisados e quantificados pelo gel de eletroforese e 0 Nanodrop.

Sequenciamento do DNA

Desde 1869, com a descoberta do DNA por Friedrich Meischer, e a descricdo da dupla
hélice em 1953, sente-se a necessidade de conhecer essa molécula tdo relevante (SCHEID;
FERRARI; DELIZOICOV, 2005). Isso levou a busca por técnicas que possibilitassem a leitura
exata da sequéncia que determina as caracteristicas dos seres vivos, surgindo o0 sequenciamento
de DNA.

O primeiro método de sequenciamento desenvolvido foi 0 método Sanger ha quase 40
anos, e em 2004 os métodos de sequenciamento de proxima geracdo (NGS) comecaram a
aparecer, essas novas técnicas aumentaram consideravelmente a quantidade de dados de
sequenciamento produzidos e diminuiram muito os custos da geracdo de dados de
sequenciamento, entre elas estdo as plataformas 454 da Roche (desenvolvida em 2004), a
plataforma Illumina (2006) e uma das mais recentes, a Qiagen GeneReader (2015) (MARDIS,
2017).

Essas plataformas geram sequéncias de DNA em arquivos, 0s reads, que precisam ser

armazenados, analisados, agrupados e classificados taxonomicamente (espécie, género, familia,
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etc). O campo da bioinformatica abrange esses processos, ele surgiu da necessidade de
gerenciamento de quantidades macicas de dados resultantes de projetos de sequenciamento e
também tem a fungdo de alinha-los aos bancos de dados (ANDRADE e SANDER, 1997;
PERSSON, 2000).

Bioinformatica

Durbano et al. (2006) afirmam que a Bioinformatica usa ferramentas da computacéao
para entender e resolver questdes da Biologia Molecular e que tal disciplina estd numa evolucéao
exponencial, possuindo raizes nas Ciéncias da Computacdo, na Estatistica e na Biologia
Molecular.

A Bioinformatica consiste, principalmente, na analise computacional de sequéncias de
DNA, RNA e proteinas, foi desenvolvida com o objetivo de mapear as sequéncias geneticas
para que os biélogos moleculares consigam utilizar métodos estatisticos capazes de analisar
grandes quantidades de dados biologicos, demonstrando funcdes de genes, relacdes entre genes
e proteinas e identificando organismos, ajudando basicamente a comparar, verificar e
compreender o significado dos dados obtidos. Por ser uma ciéncia recente, a Bioinformatica
ainda nao possui uma definicéo precisa, o que faz com que lhe seja dada a tarefa de organizar
e analisar dados incrivelmente complexos resultantes de modernas técnicas de Biologia
Molecular e Bioquimica, sendo, portanto, uma area interdisciplinar que absorve e faz a
interacdo entre a Ciéncia da computacdo, Matematica, Biologia, Fisica e Medicina (ALVES,
2013).

Entre as ferramentas mais amplamente utilizadas para analises de dados de
sequenciamento de genes 16S rRNA estdo a QIIME (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology) (CAPORASO et al., 2010), Mothur (SCHLOSS et al.,, 2009) e 0 MG-RAST
(Metagenomics - Rapid Annotation using Subsystems Technology) (MEYER et al., 2008), que
vao, principalmente, agrupar os reads por semelhanca de sequéncias e, alinhar tais leituras
contra sequéncias de referéncia encontradas nos bancos de dados. Os bancos utilizados nesta
pesquisa foram o SILVA (YILMAZ et al., 2014), Greengene (MCDONALD et al., 2012) e
RDP (WANG et al., 2007). A base de dados SILVA contém informagdes taxonémicas para 0s
dominios Bacteria, Archaea e Eukarya, é baseado principalmente em filogenias para rRNAs de
subunidades pequenas (16S para procariontes e 18S para Eucariotos). As informagOes de

classificacdo taxondmica para Archaea e Bacteria sdo obtidas a partir do guia “Bergey’s
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Taxonomic Outlines” (BOONE et al., 2001; BRENNER et al., 2005; VOS et al., 2009; KRIEG
et al., 2010) e a “List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature” (LPSN) (PARTE,
2014). As atribuicdes de classificacdo taxondmica no banco de dados SILVA s&o curadas
manualmente (YILMAZ et al., 2014). A taxonomia de Greengenes (MACDONALD et al.,
2014) é dedicada a Bacteria e Archaea. A arvore filogenética é construida a partir de sequéncias
de 16S rRNA obtidas de bancos de dados publicos e que passaram por uma filtragem de
qualidade. As sequéncias séo alinhadas por seus caracteres e estrutura secundaria e submetidas
a construcdo da arvore com o FastTree (PRICE et al, 2009). Os nds internos sao
automaticamente atribuidos as classifica¢cBes taxondmicas do NCBI suplementadas com a
versdo anterior da taxonomia de Greengenes e CyanoDB (KOMAREC, 2010). A base de dados
RDP (COLE et al., 2014) ¢é baseada em sequéncias de 16S rRNA de Bacteria, Archaea e Fungi
(Eukarya). Ele contém sequéncias de 16S rRNA disponiveis nas bases de dados da
“International Nucleotide Sequence Database Collaboration” (INSDC) (COCHRANE et al.,
2016). Os nomes dos organismos associados as sequéncias sdo obtidos atraves de um
semelhante publicado recentemente no “Bacterial Nomenclature Up-to-Date”. As informacdes
sobre a classificacdo taxondmica para Bactérias e Archaea sdo baseadas nos roteiros

taxonomicos da “Bergey’s Trust” e LPSN.

B.1 APENDICE B — Resultados complementares

Extracdo de DNA

Para confirmar que todas as extracdes de DNA foram bem-sucedidas (detalhadas em
Material e Método), as amostras obtidas nas extracdes passaram pelo processo de eletroforese
em gel e, em seguida, aliquotas de 1 ul de cada amostra foram levadas a umespectrofotémetro
NanoDrop Synergy H1, da Biotek (Tabela B1).
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Tabela B1 Resultados do NanoDrop. Concentragéo de DNA de todas as amostras em ng/ pl

Concentracio de DNA (ng/ul)
C. megacephala C. albiceps
Eepeticio ovario ovo  substrato ovario ovo  substrato
1 40 1,017 35 63 0.6 41
2 50 6 304 49 10.2 25.8
3 48 2 18.9 45 15 33
4 ) 0.6 ) ) 25 )
5 () 24 () () 18 ()

Um dos objetivos da pesquisa foi descrever a comunidade bacteriana dos ovarios e da
superficie dos ovos das especies em questdo. Apesar das extracdes mencionadas acima focarem
apenas nos micro-organismos, elas podem extrair material genético de todos os organismos
presentes na amostra, podendo conter DNA das moscas-varejeiras, das bactérias, de fungos e
até mesmo de mamifero (no caso da extracdo dos substratos), porém o foco da pesquisa foi
relacionado as bacteérias, portanto deve-se isolar apenas o material genético bacteriano, e é por
esse motivo que a PCR é realizada (Tabela B2). E na PCR que agem 0s primers, eles possuem
uma sequéncia de nucleotideos complementar a fita alvo, fazendo com que se liguem apenas
em uma regido especifica da molécula de DNA, que no caso, foram as regifes V3 e V4 do gene
16S rRNA (regides hipervariadas que auxiliam nos estudos de taxonomia) (ZHANG et al.,
2018). Os primers utilizados foram: 27F(A): AGAGTTTGATC A TGGCTCAG,; 27F(C):
AGAGTTTGATC C TGGCTCAG; 1492R(T): TACGG T TACCTTGTTACGACTT,;
1492R(C): TACGG C TACCTTGTTACGACTT.

Trés motivos principais fazem desse gene uma regido tdo importante: (1) sua presenca
em quase todas as bactérias; (2) a funcdo do gene 16S rRNA ao longo do tempo ndo mudou,
sugerindo que alteracdes aleatdrias na sequéncia podem ser uma medida mais precisa de tempo
(evolucdo); e (3) o gene 16S rRNA (1.500 pares de base) € grande o suficiente para ser analisado
com ferramentas computacionais (JANDA e ABBOTT, 2007). Portanto, amplificar o material
genético das extrac@es utilizando os primers especificos da regido V3 e V4 do gene 16SrRNA
pela reacdo de PCR é a confirmacdo de que as extragdes de DNA contém material genético

bacteriano e que eles, agora, estdo isolados para sequenciamento.
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Tabela B2 Protocolo utilizado para realizagéo da PCR.

Ciclo PCR
Processo Tempo (s) Temperatura (°C) Repeticbes

Desnaturacio inicial 300 a4 1 vez
Desnaturacdo 40 04
Anelamento a0 60 35 vezes
Extensio 120 72
Extensio final 600 72 1 vez

Apos a PCR, realizada com um termociclador Bio Rad modelo T100, todas as amostras

passaram novamente pela eletroforese em gel (Figuras B1’, B2’ e B3’) e, em seguida, pelo

NanoDrop (Tabela B3).

bp_ ng/0.509 %
10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
000 N 6
400 30 6
3500 30 6
3000 70 14
200 25 §
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WD 25 5
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%0 25 5
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50 25 8
Supertficie dos
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Figura B1’ Imagem do gel dos produtos de PCR das repeti¢cdes da superficie dos ovos e dos ovarios de
C. megacephala; C - Controle negativo (adgua); P - Padrdo, marcador ou ladder (destacado & direita). O

retangulo amarelo indica a regido de 1.500 pares de base (regides V3 e V4 do 16S rRNA).
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Figura B2’ Imagem do gel dos produtos de PCR das repeticoes da superficie dos ovos e dos ovarios de
C. albiceps; C - Controle negativo (agua); P - Padrdo, marcador ou ladder (destacado a direita). O
retdngulo amarelo indica a regido de 1.500 pares de base (regides V3 e V4 do 16S rRNA).

bp ng/0.5pg %

]
Substrato de O
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Figura B3’ Gel dos produtos de PCR das repeti¢des dos substratos de C. megacephala e C. albiceps; C -
Controle negativo (4gua); P - Padrdo, marcador ou ladder (destacado & direita). O retangulo amarelo
indica a regido de 1500 pares de base (regides V3 e V4 do 16S rRNA)
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Tabela B3 Concentragdo de DNA dos produtos de PCR de todas as amostras.

PCR - Concentragio de DNA (ng/ul)

C. megacephala C. albiceps
Eepeticio ovario ovo  substrato ovario ovo  substrato
1 648 565 610 416 347 549

[ ]

434 406 751 425 412 471

3 560 519 702 694 355 332
4 O 406 O O 604 O
5 %) 488 %) %) 536 %)

Apds quantificagio de todas as amostras e confirmagdo de DNA bacteriano nos produtos
de PCR, as extragdes iniciais (Tabela B1) foram enviadas e sequenciadas como servigo de
terceiro na empresa Macrogen Inc. (Coreia do Sul), onde houve a construcao de bibliotecas de
amplicon das regides V3-V4 do gene 16S rRNA, seguido de sequenciamento na plataforma
MiSeq Hlumina (paired-end 2x 300pb). Para o processo, a Macrogen fez seus préprios produtos
de PCR (motivo pelo qual foram enviadas as extracdes iniciais e ndo os produtos de PCR)
utilizando os primers Bakt 341F: CCTACGGGNGGCWGCAG e Bakt 805R:
GACTACHVGGGTATCTAATCC, que também tém como alvo as regides V3 e V4 do gene
16S rRNA.

Cada repeticdo das extraces iniciais foi misturada ate atingir 50 pl total de volume, ou
seja, foram enviados para sequenciamento 50 pl de uma solucéo de ovario (composta por uma
aliquota de 16,5 pl das repeticdes 1, 2 e 3), 50 ul de uma solucdo da superficie dos ovos
(composta por uma aliquota de 10 ul das repeticdes 1, 2, 3, 4 e 5) e 50 ul de uma solucéo de
substrato (composta por uma aliquota de 16,5 pul das repeticdes 1, 2 e 3) para cada espécie. A
concentracdo final de DNA de cada solucdo deveria ser maior do que 0,1 ng/pl para maiores

chances de um sequenciamento bem-sucedido (Tabela B4).

Tabela B4 Concentragdo das amostras enviadas para a Macrogen Inc., cada

amostra tinha um volume total de 50 pl.

Concentracio de DNA (ng/ul)
C. megacephala C. albiceps
Amostra Amostra Amostra | Amostra Amostra Amostra

ovario ovo substrato | ovano ovo substrato

455 1.8 27.8 51.8 9.26 32.9
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Comunidade bacteriana dos substratos de C. megacephala e C. albiceps

Durante o processamento das amostras dos substratos de C. megacephala e C. albiceps
ndo foram encontradas bases estranhas nem adaptadores, a amostra estava limpa. As métricas

estdo apresentadas na tabela B5.

Tabela B5 Métricas do processamento das sequéncias obtidas.

Amostra Substrato de C. albiceps Substrato de C. megacephala
NUmero total de reads 91.245 112.609
Tamanho dos reads 224,55 219,11

Conteudo GC (%) 52.56 52,52

NUmero de reads classificados 91.182/99,93% 112.521/99,92%

No substrato de C. megacephala foram encontradas 293 especies de bactérias (Figura
B4").

unclassified (derived from Bacteria) - 9,837 (54.59%)
Myroides - 6,331 (35.13%)

Brochothrix - 664 (3.68%)

unclassified (derived from Proteobacteria) - 336 (1.86%
Acinetobacter - 233 (1.29%)

Flavobacterium - 213 (1.18%)

Carnobacterium - 104 (0.58%)

unclassified (derived from Gammaproteobacteria) - 98
Pseudomaonas - 29 (0.16%)

Photobacterium - 23 {0.13%)

Riemerella - 20 (0.11%)

Staphylococcus - 18 (0.10%)

Faecalibacterium - 18 (0.10%)

B Lactococcus - 13 (0.07%)

Figura B4’ Valores e porcentagens das sequéncias encontradas para os géneros bacterianos mais
abundantes no substrato de Chrysomya megacephala.

Entre as 293 espécies, 14 sdo abundantes no substrato de C. megacephala (Tabela B6).
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Tabela B6 Espécies mais abundantes no substrato de Chrysomya megacephala de acordo com
os valores de sequéncias encontradas.

Filo Espécie n.° de sequéncias
Proteobacteria Acinetobacter guillouiae 250
Bacteroidetes Myroides sp. ZB35 1359
Proteobacteria Pseudomonas brassicacearum 999
Proteobacteria Photobacterium profundum 56392
Proteobacteria Acinetobacter baumannii 3014
Proteobacteria Photobacterium gaetbulicola 2151
Proteobacteria Acinetobacter ursingii 3163

Firmicutes Brochothrix thermosphacta 474
Proteobacteria Photobacterium gaetbulicola Gung47 2151
Proteobacteria Myroides odoratimimus 5820
Proteobacteria Pseudomonas sp. 11K1 404
Proteobacteria Acinetobacter johnsonii 5865
Proteobacteria Acinetobacter defluvii 1686
Proteobacteria Photobacterium profundum SS9 56392

No substrato de C. albiceps foram encontradas 223 espécies de bactérias (Figura B5’).

Photobacterium - 39,012 (71.85%)

unclassified (derived from Bacteria) - 8,796 (16.20%)
unclassified (derived froam Gammaproteobacteria) - 4,638
Carnobacterium - 411 (0.76%)

Brochothrix - 337 (0.62%)

unclassified (derived from Proteobacteria) - 337 (0.62%)
Myroides - 311 (0.57%)

Acinetobacter - 200 (0.37%)

Flavobacterium - 86 (0.16%)

Lactococcus - 39 (0.07%)

Psychrobacter - 33 (0.06%)

Pseudomonas - 23 (0.04%)

Prevotella - 17 (0.03%)

Kurthia - 11 (0.02%)

EEEEEEEEEOENE .

Figura B5’ Valores e porcentagens das sequéncias encontradas para os géneros bacterianos mais abundantes no
substrato de Chrysomya albiceps.

Nota-se que as mesmas 14 espécies abundantes de C. albiceps foram exatamente
iguais as encontradas para C. megacephala, porém em quantidades diferentes (Tabela B7).



Tabela B7 Espécies mais abundantes no substrato de Chrysomya albiceps de acordo com 0s
valores de sequéncias encontradas.

Filo Espécie n.° de sequéncias
Proteobacteria Acinetobacter guillouiae 205
Bacteroidetes Myroides sp. ZB35 875
Proteobacteria Pseudomonas brassicacearum 857
Proteobacteria Photobacterium profundum 46351
Proteobacteria Acinetobacter baumannii 2412
Proteobacteria Photobacterium gaetbulicola 1927
Proteobacteria Acinetobacter ursingii 2390
Firmicutes Brochothrix thermosphacta 265
Proteobacteria Photobacterium gaetbulicola Gung47 1927
Proteobacteria Myroides odoratimimus 4546
Proteobacteria Pseudomonas sp. 11K1 402
Proteobacteria Acinetobacter johnsonii 4546
Proteobacteria Acinetobacter defluvii 1518
Proteobacteria Photobacterium profundum SS9 46351
Abaixo (Figuras B6’ e B7’) estdo as curvas de rarefacdo dos substratos.
160 —r —
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numero de sequencias analisadas

Figura B6’ Curva de rarefacdo para as sequéncias encontradas no substrato de Chrysomya megacephala.
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numero de sequéncias analisadas

Figura B7’ Curva de rarefacdo para as sequéncias encontradas no substrato de Chrysomya albiceps.

Analises dos extratos em hexano

O cromatograma da figura B-8’ € referente aos resultados encontrados na analise apenas
do hexano (branco) utilizado para coletar os extratos que foram aplicados nos bioensaios, a
grande quantidade de picos indica a grande variedade de contaminantes, tendo em vista que

apenas 0 hexano (o primeiro pico) deveria estar presente.

Hexano das amostras

i 00,0001

1.00

0.75

:i:j _,ﬁ MM AR M“JJJ 'L-L‘%JLAMM__MH,__,"

25 100 125 15.0 175 20.0 225 250 275 min

Figura B8’ Cromatograma do hexano utilizado nos bioensaios. O eixo “x” ¢ o tempo de retencdo e 0 “y” é a
intensidade do sinal.
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