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RESUMO

A escolha do sitio de oviposicao por fémeas adultas de moscas-varejeiras envolve,
principalmente, a atracao que o substrato exerce sobre esses individuos. O olfato ¢ utilizado
para localizar a carcaga através de diferentes semioquimicos que sdo liberados, atraindo assim
diferentes espécies. A visdo tem papel importante na decisdo do pouso, enquanto o contato
com o substrato pode também prover informagdes importantes sobre o local, influenciando na
decisdo de postura. As oviposicdes de moscas-varejeiras sao geralmente agregadas, isso
ocorrendo devido a liberacdo de feromodnios pelas fémeas, mas ha evidéncias, em outros
insetos, que os ovos possam conter algum composto volatil que auxilie nesse processo. O
presente estudo teve como objetivo analisar se as fémeas de C. megacephala conseguem
distinguir, através do olfato, locais que contenham ovos, de locais apenas contendo substrato,
e também tragar o perfil quimico do corion dos ovos dessa espécie em diferentes estagios de
desenvolvimento, para averiguar a presenca de possiveis substancias que possam afetar a
decisdo da fémea no momento da escolha do substrato. Os resultados demonstraram que as
fémeas conseguem localizar os ovos apenas pelo olfato, dependendo da situacdo apresentada e
que nao ha compostos volateis presentes nos extratos do corion dos ovos € sim uma mistura
complexa de compostos que possuem cadeia carbonica entre 11 e 31 atomos. Os compostos
mais representativos foram alcanos lineares, monometilalcanos, dimetilalcanos e alcenos
(hidrocarbonetos), alcool, amida e 4cidos. Destes, os compostos cis9-AcidoHexadecendico
(4cido palmitoleico), n-Acido Hexadecanéico (4cido palmitico) foram os que apresentaram

diferenciagdo entre as amostras de 0, 3 e 6 horas.

PALAVRAS-CHAVE: Moscas-varejeiras; semioquimicos; oviposi¢ao agregada



ABSTRACT

The choice of oviposition site by adult females of blowflies mainly involves the
attraction that the substrate has on these individuals. The sense of smell is used to locate
carcass and different semiochemicals are released, attracting different species. The vision
plays an important role in landing decision, while contact with the substrate can also provide
important information about the place, influencing the posture decision. The blowflies'
oviposition process is generally clustered, this is due to release pheromones by females, but
there is evidence, in other insects, that eggs could contain some volatile compound that aids in
this process. This study aimed to analyze if females of C. megacephala can distinguish, by
smell, locations containing eggs from sites containing only substrate, and also, to plot the
chemical profile of the chorion of this species' eggs at different stages of development, to
verify the presence of possible substances that may affect the female decision when choosing
the substrate. The results showed that the females can locate the eggs only by smell and no
volatile compounds were found in the eggs' chorion, but a complex mixture of compounds
having carbon chain between 11:31 atoms were found. The most representative compounds
were linear alkanes, monomethylalkanes, dimethilalkanes and alkenes (hydrocarbons),
alcohol, amide and fatty acids. Of these, the compounds cis9-Hexadecenoic acid (palmitoleic
acid), n-hexadecanoic acid (palmitic acid) showed differences in concentrations among

samples at 0, 3 and 6 hours.

KEYWORDS: Blowflies; semiochemicals; clustered oviposition
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1. Introducéo

Diptera (califorideos, sarcofagideos, mutucas, moscas comuns, mosquitos, dentre
outros) ¢ uma das quatro ordens mega-diversas de insetos e a melhor catalogada em todas as
regides; sao moscas € mosquitos muitas vezes cosmopolitas com aproximadamente 150.000
espécies descritas em 158 familias (YEATES & WIEGMANN, 2005; THOMPSON, 2006).

Dentro dessa Ordem, a familia Calliphoridae, com representantes conhecidos
popularmente como moscas-varejeiras, possui espécies com grande importancia na saude
publica, causando miiases e sendo vetores de doencas (NORRIS, 1965). Essas moscas
também podem ser utilizadas na entomologia forense, por serem indicadoras de tempo de
decomposi¢do de cadaveres (WELLS & GREENBERG, 1992; VON ZUBEN et al., 1996;
GRASSBERGER & REITER, 2003; LEFBVERE & PASQUERAULT, 2004; GOMES et al.,
2005). Assim, conhecendo-se o padrao de sucessdo entomoldgica durante a colonizagdo do
cadaver e também a idade das larvas no local, pode-se estimar o intervalo pos-morte (IPM)
(SCHOENLY et al., 1991; ANDERSON & VANLAERHOVEN, 1996; EL KADY, 1999).
Na drea da medicina, os imaturos de algumas espécies, sdo utilizados na terapia larval
auxiliando na limpeza de lesdes de uma maneira asséptica (SHERMAN & PECHTER, 1988).
E em algumas culturas e regides, esses insetos sdo utilizados na alimentagdo humana, embora
essa pratica ainda seja bem restrita (HEATH, 1982).

Em insetos, o olfato ¢ de extrema importancia em diferentes estagios da vida, utilizado
para localizar alimento ou substratos para oviposi¢do, assim como na interagdo com outros
individuos durante a procura por parceiros sexuais (HANSSON, 1999). A capacidade de
localiza¢do do alimento em dipteros deve-se a o6rgdos sensitivos altamente adaptados para a
detecg¢do de odores, as sensilas presentes nas antenas (BORROR et al., 2011; SHIELDS &
HILDEBRAND, 2001), bem desenvolvidas nas moscas-varejeiras, que estdo entre os
principais consumidores de carcaca (REED, 1958; BRAACK, 1987) e sdo geralmente os
primeiros a chegar pouco tempo apds a morte e permanecer no local durante os estagios de
decomposicao (CATTS & GOFF, 1992; LECCESE, 2004).

Cada sensila possui neuronios receptores olfativos que detectam compostos quimicos
volateis (SHIELDS & HILDEBRAND 2001). Os compostos entram por poros nas sensilas
onde sdo transportados por proteinas até os dendritos dos neurdnios olfativos (McIVER,
1982). A informagdo ¢ passada para o sistema nervoso central induzindo a uma resposta

comportamental no inseto (HANSSON, 2002; ZHOU et al. 2004).



Os compostos captados pelas antenas sdo chamados de semioquimicos, volateis por
natureza que podem ser detectados a longas distancias por diferentes organismos (SELBY,
2003), e contém informagdes importantes sendo classificados em dois grupos, feromonios e
aleloquimicos (NORDLUND & LEWIS, 1976; BLIGHT, 1990). Feromonios sdo compostos
que causam interagdes entre individuos da mesma espécie (intra-especificas), como por
exemplo, feromoOnios de acasalamento; enquanto aleloquimicos geram interacdes entre
espécies diferentes (interespecificas) (AGELOPOULOS et al., 1999).

Apneumonios, por exemplo, sdo volateis liberados durante a decomposicdo por
carcagas, que permitem moscas-varejeiras localiza-las, aumentando as chances de encontrar
um sitio de oviposicao adequado, um parceiro sexual, e alimento para a progénie (SMITH,
1986).

Em Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830) ¢ L. sericata (Meigen, 1826), por exemplo, a
orientacdo até o substrato, ¢ mediada principalmente por compostos volateis ricos em enxofre,
a segunda, particularmente por uma mistura de dimetil trissulfeto etanotiol e sulfito de
hidrogénio, produzidos por infec¢des bacterianas no hospedeiro (ASHWORTH & WALL,
1994). Quando esses compostos sdo produzidos por microorganismos, sdo denominados
M.V.O.C. (microbial volatile organic compound = compostos organicos volateis microbianos)
(DAVIS et al., 2013). Compostos sulfurosos também sdo atrativos para Calliphora vicina
(Robineau-Desvoidy, 1830) (AAK, et al., 2010; AAK, et al., 2011; PACZKOWSKI &
SCHUTZ, 2011), enquanto altos niveis de 4cidos, caracteristicos de estagios avangados da
decomposigdo, parecem atrair Phormia regina (Meigen, 1826) que aparece na carcaga apos
dias (ERZINCLIOGLU, 1996; BYRD & CASTNER, 2010).

Embora alguns semioquimicos ajam, supostamente, como atrativos, outros podem ter
efeitos negativos no comportamento do inseto. Por exemplo, Birkett et al. (2004) e Logan et
al. (2008, 2009) constaram que quando hospedeiros vertebrados ndo sdo atrativos para os
insetos-praga, ha elevados niveis de certos semioquimicos 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 atrag@o e o pouso de Calliphora vicina
sobre o substrato (AAK, et al., 2010; AAK, et al., 2011; PACZKOWSKI & SCHUTZ, 2011).
Através dos volateis emitidos pela carcacga, as moscas sdo capazes de perceber substratos em
diferentes periodos de decomposi¢do, mesmo sem contato visual ou gustativo (JOHANSEN et

al., 2013).



Além da atratividade olfativa do substrato ter um papel fundamental na escolha do
sitio de oviposi¢ao (BARTON BROWNE, 1960), o valor nutricional do mesmo e a qualidade,
podem influenciar na sua decisdo de postura (ZUCOLOTO, 1991). As espécies Calliphora
vicina e Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) 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 sericata parece ndo
demonstrar preferéncia por nenhum tipo de substrato (SILVA et al., 2008). No entanto, o
valor da carcaga, como um todo, pode mudar rapidamente como resultado da decomposi¢do e
alimentagdo larval, e dessa maneira, as fémeas que chegaram depois terdo que selecionar
locais diferentes dos previamente selecionados por outras, para que sua prole tenha um
desenvolvimento adequado (ARCHER & ELGAR, 2003).

Kennedy et al. (1959a, 1959b, 1961) afirmam que a detec¢do e posterior aceitagdo do
meio de oviposicao envolvem atratividade olfativa e também a visual, em conjunto. Uma vez
préximas no substrato alimentar, as moscas adultas avaliardo sua dimensdo, e em seguida,
pistas visuais irdo auxiliar no pouso: em C. megacephala, o odor do substrato parece orienta-
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
claras (cor branca) (WALL & FISHER, 2001). Muitas espécies que colonizam cadaveres
humanos tendem a observar locais no corpo com sinais de trauma, com presenga de pélos e
orificios naturais, como boca, cavidades nasais e anus (BYRD & CASTNER, 2010).

Alcangado o substrato, apés uma andlise olfativa e visual inicial, as moscas avaliam
este substrato através de receptores existentes no labelo, tarso e ovipositor (WALLIS, 1962;
ERZINCLIOGLU, 1996). Os estimulos, nesse momento, sdo causados por substincias no
estado liquido ou por solugdes com concentragdes relativamente altas ao entrar em contato
direto com o inseto. A quimiorrecep¢do por contato tem grande importdncia no
reconhecimento final do alimento, do local de oviposi¢do e da escolha do parceiro
(CHAPMAN, 1998).

Estudos de quimiorrecepcao em Diptera mostram que as pernas de diversas moscas
como Calliphora vicina, Phormia regina e Musca domestica possuem fungéo gustativa (VAN
WOLK 1978; LAKES & POLLACK 1990). Lucilia cuprina possui 22 sensilas localizadas
proximas ao ovipositor que parecem funcionar como quimiorreceptores de contato,

participando na regulacdo do comportamento de deposi¢cdo de ovos (RICE, 1976). O mesmo



parece ocorrer em L. sericata, C. megacephala e P. regina (WALLIS, 1962; CHAIWONG et
al., 2008).

Lucilia cuprina tende a depositar seus ovos em locais tmidos, via detecgdo de
umidade, colocando receptores presentes no tarso em contato com o substrato (ARCHER &
ELGAR, 2003) e também em locais presentes com compostos ricos em amonia
(ASHWORTH & WALL, 1994; BRODIE et al., 2014). Sabe-se também que solugdes salinas
e alcalinas estimulam a oviposicao, sendo detectadas por Orgdos sensoriais presentes no
ovipositor das fémeas (WALLIS, 1962; EMMENS & MURRAY, 1983).

Finalmente, a sele¢do do local deve favorecer a progénie, provendo protecdo contra
dessecacao e inimigos naturais, além do fornecimento do alimento (ARCHER & ELGAR,
2003). Em seguida, a deposicao de ovos se inicia.

As posturas de ovos de moscas-varejeiras sdo geralmente agregadas, podendo
apresentar conseqiiéncias positivas como negativas para a progénie (RIVERS et al, 2011).
Esser (1990, 1991) confirmou que locais com ovos frescos de C. megacephala atraem de
maneira mais eficiente, outras fémeas do que substratos sem ovos.

O comportamento de agrega¢do de moscas-varejeiras consiste da deposi¢do adicional
de ovos por fémeas da mesma espécie e ¢ estimulado devido a feromdnios produzidos pelas
fémeas que se mantém associados aos ovos, tornando-os atrativos a outras (JIANG et al.,
2002); por feromonios produzidos e liberados por fémeas no momento da oviposicao que
estimulam outras a depositar seus ovos em locais proximos, no mesmo substrato (NORRIS,
1965; BARTON BROWNE et al., 1969; HANSKI, 1987); por semioquimicos produzidos
através da glandula salivar de fémeas se alimentando no local (BRODIE, 2014), ou,
possivelmente, como ocorre em outros dipteros, por volateis produzidos por microorganismos
associados aos ovos depositados por outras fémeas (HOUGH et al., 1982; JUDD &
BORDEN, 1992).

Porém, como niveis de agregagdo elevados podem causar condigdes desfavoraveis
para as larvas e futuros adultos (DE JONG, 1976, 1978; RIVERS et al., 2010) ¢ provavel que
as fémeas de Chrysomya sejam capazes de avaliar o substrato, diminuindo o tamanho de suas
oviposi¢des em locais muito saturados com ovos ou larvas, ou procurando outro local para
ovipor (IVES, 1989). Insetos que utilizam recursos efémeros e limitados, caso das moscas-
varejeiras (HANSKI 1987; PESCHKE et al., 1987), como habitats para o desenvolvimento de
sua progénie freqlientemente depositam mensagens quimicas que ajudam na prevengdo de

competigdo intraespecifica (LAM et al., 2007).



Moscas de fruta de cerejeira, Rhagoletis cerasi e da mag¢a, Rhagoletis pomonella,
colocam feromodnios, que imediatamente, desencorajam outros individuos, que entraram em
contato com essa substincia, a ovipor (AVERILL & PROKOPY, 1987; STADLER et al.,
1994). Lam et al. (2007) relataram que para Musca domestica, altas densidades de uma
linhagem bacteriana especifica na superficie dos ovos, proveniente das fémeas da mesma
espécie, bloqueiam futuras oviposi¢des, funcionando portanto como um sinal inibitério. Em
muitas ordens de insetos, ja foi relatado a presenca de compostos quimicos na regido externa
dos ovos, o corion (CHAPMAN, 1998), principalmente 4cidos graxos, que tem efeito
inibitorio de oviposi¢ao para fémeas coespecificas, conhecidos como ODP, feromonios que
desencorajam a oviposigdo (do inglés: Oviposition-deterring pheromones) (LI et al., 2001; LI
& ISHIKAWA, 2004).

Todos esses compostos citados anteriormente, sejam semioquimicos volateis ou
reconhecidos apenas por contato direto, t€m a intensidade de suas mensagens diminuida com
o passar do tempo, sendo mensagens atrativas ou de repeléncia, sendo que suas concentragdes
sdo geralmente alteradas com o tempo, através da evaporacdo ou degradagdo do composto
(HOLLER et al., 1991; HURST et al. 1998).

Outra substancia que pode estar presente nos ovos de moscas-varejeiras sao 0s
hidrocarbonetos cuticulares. Consistem principalmente, de cadeias longas de alcanos e
cadeias menores de alcenos (MARTIN et al., 2004). Sao biologicamente estaveis, encontrados
em todos os estdgios de vida dos artropodes e tém a funcdo primaria de protecdo contra
dessecacao (LOCKEY, 1988). No entanto, em insetos sociais, os hidrocarbonetos parecem ser
usados na identificacdo intraespecifica (SINGER, 1988) e como sinais de regulagdo
reprodutiva, sinais esses associados e transmitidos pelos ovos (BRIAN & RIGBY, 1978;
ENDELER et al., 2004). Por exemplo, Endeler et al. (2004) relataram que a rainha da espécie
Camponotus floridanus, deposita ovos que contém um sinal, transmitido por toda a colonia
por eles, que inibe as operarias de se reproduzirem.

Em dipteros, a existéncia de feromonios, aleloquimicos e hidrocarbonetos, originados
em ovos, larvas, exsudatos, substratos ou lipideos cuticulares, ja foi demonstrada em diversas
familias como Culicidae, Psychodidae, Simuliidae, Glossinidae, Cecidomyiidae,
Agromyzidae, Anthomyiidae, Muscidae, Tephritidae e Drosophilidae (ANDERSON, 2002;
McCALL, 2002; WERTHEIM et al., 2005).

Mas ndo ha até o momento, na familia Calliphoridae, estudos do comportamento de
oviposi¢do relacionados a presenga dos ovos e semioquimicos. Nao se sabe da presenca de

volateis ou compostos de outra natureza nos ovos de espécies dessa familia que possam
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influenciar no processo de escolha do local de oviposicdo ou no processo de oviposi¢ao

agregada.
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1.1 Chrysomya megacephala

Chrysomya megacephala (Fabricius), originaria da Australasia, foi introduzida
acidentalmente no Continente Americano, provavelmente, através de navios (GUIMARAES
et al., 1978, 1979), tendo sido descoberta no Sudeste brasileiro na década de 70 juntamente
com C. albiceps (Wiedemann, 1819) ¢ C. putoria (Wiedemann, 1830) (IMBIRIBA et al.,
1977; GUIMARAES et al., 1978, 1979).

O adulto desta espécie apresenta uma coloragdo azul-verde metalica em seu torax e
abdomen e seus olhos compostos na tonalidade vermelha (OLIVEIRA-COSTA, 2003;
CARVALHO & MELLO-PATIU, 2008; GOMES, 2010).

E um inseto com desenvolvimento holometabolo, apresentando quatro estdgios: ovo,
larva, pupa e adulto (TRIPLEHORN & JOHNSON, 2011). O tempo de vida varia de um més
a dois meses, desde estagio de ovo até adulto (GABRE et al., 2005; BARROS-CORDEIRO &
PUJOL-LUZ, 2010)

Chrysomya megacephala estad presente em varios estados brasileiros, associada
principalmente a matéria organica em decomposi¢do em areas urbanas, sendo considerada
uma espécie sinantropica (D’ALMEIDA, 1993; MENDES & LINHARES, 1993; CAMPOS
& BARROS, 1995; D° ALMEIDA & ALMEIDA, 1998). Adultos sdo comuns perto de
habitacdes humanas, e causam incomodo em mercados de carne e peixes, matadouros, latrinas
e fossas (SMITH, 1986).

Em condi¢des laboratoriais, esta espécie foi capaz de se desenvolver em uma
variedade de substratos como bacalhau, sapos, ras, lagartos, e pombos (ROY & DASGUPTA,
1971; ESSER, 1990, 1991), mas também pode ser atraida por frutas, alimentos doces, urina e
fezes (BYRD & CASTNER, 2010). 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 n3o 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 & GREENBERG, 1992; VON ZUBEN et al., 1996, CARVALHO et al.,
2000; GOMES et al., 2003) e médico-veterinaria (ZUMPT, 1965; FURLANETTO et al.,
1984; GUIMARAES & PAPAVERO, 1999; OLIVEIRA et al., 2002).



12

2. Objetivos

Os objetivos do projeto foram:

- Averiguar se existe uma distingdo por parte de fémeas de C. megacephala, através do
seu olfato, da presenca prévia de ovos da mesma espécie no local de oviposi¢do ou sua
auséncia. Ou seja, pretende-se investigar se as fémeas tém preferéncia por substratos com
ovos (indicando atratividade) ou sem eles (indicando repeléncia), priorizando a agregagao de

imaturos ou evitando competi¢do larval.

- Tragar o perfil quimico do corion dos ovos de C. megacephala em diferentes estagios
de desenvolvimento, e assim, averiguar a presenca de possiveis substancias que possam afetar

a decisdo da fémea no momento da escolha do substrato.

3. Material e Métodos

3.1 Coleta e manutencéo dos individuos

Exemplares de C. megacephala foram coletados nos arredores do Instituto de
Biociéncias (IB) da UNESP, em Rio Claro, SP, Brasil, utilizando matéria organica em
decomposi¢do (carne moida bovina) como isca. 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 agucar foram administrados ad
libitium.

Para a formagdo de novas geracdes, as fémeas adultas coletadas foram alimentadas
com figado bovino fresco por cinco dias. Apds mais cinco dias completou-se o ciclo
gonotrofico (LINHARES, 1988). A oviposicao da geracdo parental ocorreu em carne moida.
Os ovos foram separados e colocados em potes plasticos de aproximadamente 750 ml,
também contendo carne moida (Figura 1). Os mesmos foram tampados com organza e
mantidos em camaras climdticas (temperatura de 27+1 °C e fotoperiodo de 12 h). Em seguida,
as larvas no terceiro instar foram transferidas para potes maiores, de aproximadamente 2,5
litros, contendo serragem de madeira e novamente levados a camara climatica a 27 £1 °C.

Quando o estagio de pupa foi atingido, estas foram transferidas para gaiolas teladas (30 x 30 x
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30 cm) até a emergéncia dos adultos que foram mantidos nas mesmas condi¢des que os
individuos parentais.

A fim de manter a padronizacdo nos resultados, apenas as geracdes F» e F3 foram
utilizadas nos experimentos, por estas terem sido as progénies de uma gera¢do cujo

desenvolvimento ocorreu inteiramente em condi¢des laboratoriais controladas.

Figura 1. Frasco de vidro com carne moida, utilizado para desenvolvimento dos imaturos (esquerda) e gaiola
telada, utilizada para manutenc@o de populagdes (direita). Foto: Leonardo Corréa.

3.2 Bioensaios

Para averiguar se existe distincdo das fémeas por substratos com posturas prévias ou
sem os ovos, considerando apenas a percep¢do olfativa das mesmas, foi utilizado um
olfatdometro (Figura 2), aparelho utilizado para determinar a escolha de um invertebrado frente
a situagdes distintas de estimulo olfativo (MCINDOO, 1926; WRIGHT, 1966). O aparelho
que foi construido e modificado de Geier & Boeckh (1999), consiste em um tubo de vidro
com forma de “Y”, cada brago com 8 cm, corpo com 9 cm de comprimento e didmetro interno
de 2 cm (permitindo apenas a locomo¢do da fémea e ndo seu voo, pois o objetivo foi
investigar apenas sua escolha e ndo seu padrio de busca), com angulo entre os bragos de
exatos 130°.

Na extremidade do corpo do “Y”, um frasco de 510 ml foi conectado, local de
aclimatizacdo e ponto inicial de partida das fémeas. Conectada a este frasco estava uma
bomba de vacuo Dia-Pump Compressor Aspirador Fanem LTDA, modelo CAL BF-1732,

com uma corrente de ar, que se mantinha, entre 80 ml/s e 100 ml/s.
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Na extremidade de cada braco do “Y”, uma armadilha foi colocada para que as
fémeas, ao escolherem um brago, ficassem presas e nao pudessem retornar ao ponto inicial.
Apos a armadilha, estava o cendrio de cada tratamento, contendo ou apenas 50 g de substrato
(carne moida bovina) ou 50 g de substrato mais ovos prévios (Tabela 1), dentro de um frasco
plastico, com 5 cm de altura e 4 cm de diametro, coberto com uma camada de gaze. Os pontos
de conexdo finais entre os cendrios ¢ as armadilhas também foram fechados com gaze,
permitindo assim a passagem de ar mas impedindo as moscas-varejeiras, que nao ficassem
presas nas armadilhas, de chegarem aos cenarios, causando alguma interferéncia.

Todo o caminho a ser percorrido até as armadilhas e o ponto inicial de partida foram
cobertos com papel aluminio para impedir interferéncia da luz da sala (que permaneceu ligada
nos testes) e possivel uso da visdo pelas moscas-varejeiras, deixando apenas a parte inferior
livre para visualizagdo, posicionada em cima de uma superficie branca (MORAES et al.,

2003).

Bomba de Vacuo e
/ | (S LN \ ilhas
/ \ ¥ Amadilhas
[ A
. @ # \ 4
& f |
o \ {‘J l ﬂ Sentido da Corrente de Ar Rﬁ!e\ de Protegm (Gaze)
) e ,.-| —
| e o l ] - »~ Tratamento
Nels oo 0] -\ 7 ?_.
T B S E— (-
E __,
/ G
Ponto Inicial de Liberagiio das Fémeas Y" de Vidro

Figura 2. Esquema do olfatometro.

Foram realizados quatro tratamentos distintos para as duas espécies: A, B, C e D, com
maiores detalhes descritos na Tabela 1. Para cada tratamento, primeiramente, 15 fémeas com
15 dias de idade e portando ovos foram colocadas no ponto de partida e avaliadas durante 2 h
(das 12 h as 14 h); apos esse periodo, eram contados os individuos presos em cada armadilha
e os que ndo sairam do ponto inicial. Passadas 2 h, a bomba ficava desligada por uma hora
(evitando superaquecimento) ¢ o “Y” de vidro era virado 180°, com o objetivo de evitar
tendenciosidade dos resultados. Em seguida, 15 novas fémeas, nas mesmas condi¢des das
anteriores, foram selecionadas e testadas por mais 2 h (15 h as 17 h) do mesmo modo citado
anteriormente. A massa de ovos utilizada as 15 h foi a mesma massa utilizada ao meio dia,

essa massa foi obtida as 10 h da manhd no dia de cada experimento. Ao final dos
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experimentos, para os tratamentos A, B, C e D foram realizadas trés repetigdes com o “Y”
posicionado de uma maneira e mais trés apos ser virado 180°, totalizando seis repeti¢des por
tratamento.

Os individuos da geracdo F» foram utilizados nos tratamentos A e B, enquanto os da
geracdo F3 foram utilizados nos tratamentos C e D.

O “Y” de vidro e o frasco do ponto inicial foram lavados com alcool entre cada
repeticdo (ALTAFINI et al., 2010).

Todos os testes foram realizados entre setembro e abril, caracterizados como os meses
mais quentes do ano (primavera e verao), que sao as épocas de maior atividade desses insetos,
assim como o horario (12h-14h e 15h-17), devido ao fato de que a maioria das moscas-
varejeiras ¢ considerada diurna e relativamente inativa a noite (PAYNE, 1965, BYRD &
CASTNER, 2010). Os experimentos ocorreram em sala climatizada com temperatura de 27 +

1 °C, 60% de umidade relativa.

Tabela 1. Tratamentos realizados nos bioensaios € os cenarios de cada tratamento.

Cenarios | Braco Esquerdo do Braco Direito do
Tratamento oy Dirs
A 50 g de Substrato 50 g de Substrato + 0,05 g
de ovos
B 50 g de Substrato 50 g de Substrato + 0,25 g
de ovos
C 50 g de Substrato 50 g de Substrato + 0,5 g de
ovos
D 50 g de Substrato 50 g de Substrato + 1 g de
ovos

3.3 Extracao, Identificacdo e Andlise dos Compostos presentes nos ovos

No laboratério de Ecologia Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da
Universidade de Sao Paulo — Ribeirdo Preto — SP, no departamento de Biologia, foram
coletadas doze amostras de ovos de C. megacephala, contendo 0,0350 gramas cada. Essa
massa de ovos foi escolhida, pois representa uma quantidade maior que uma postura total de
uma Unica fémea (VON ZUBEN, 1998). Quatro amostras foram analisadas Oh apos a postura,
quatro amostras foram analisadas 3h apds a postura e quatro amostras foram analisadas 6h
apds a postura, para verificar a composicao do coérion dos ovos com o passar do tempo. Os

ovos foram mantidos em vials a temperatura ambiente até o momento da extragdo dos
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componentes do corion. Para a extragdo dos componentes, cada amostra de ovos foi banhada
em 30 pl de solvente apolar (diclorometano com 95 % de pureza da marca Mallinckrodt
Chemicals), por dois minutos.

As amostras foram analisadas em um sistema de Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas SHIMADZU, modelo GCMS-QP2010, equipado com coluna
capilar de silicone de 30 m e hélio como gas carreador a 1 ml/min. (Figura 3), utilizando os
métodos de ionizagdo quimica (CI) e ionizagdo eletronica (EI) a fim de se determinar o
espectro do pico molecular e fornecer informagdes a respeito das estruturas.

Posteriormente, os dados foram analisados para caracterizagdo do espectro de massa.
Comprimentos de cadeias equivalentes foram determinados utilizando-se n-alcanos padrdes
(Sigma Chemical Co.), e a quantificacdo foi baseada nas 4areas de pico obtidas pelos
cromatogramas (SINGER et al., 1992). O protocolo de temperatura usado foi de: 50 °C -180
°C a5 °C/min por 5 minutos ¢ 180 °C -280 °C a 5 °C/min. por 10 minutos e a temperatura de

injecdo foi de 280 °C. Analises foram feitas em modo “splitless”.

l

> 1o
Ar

GEREEes! LA IR

Figura 3. Sistema de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas SHIMADZU, modelo GCMS-
QP2010. Foto: www.shimadzu.com
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3.4 Analise de Dados dos Bioensaios

O teste de Hipdtese de Proporgdo Bilateral foi utilizado, e consiste em uma regra de
decisdo utilizada para aceitar ou rejeitar uma hipdtese estatistica com base em elementos
amostrais, comparando-se o parametro “z” encontrado com o “z” tabelado (MARTINS &
FONSECA, 1996). Tendo como hipdtese nula, a ndo preferéncia por nenhuma situagao
apresentada e a hipotese alternativa como existéncia de preferéncia das fémeas por alguma
situacdo. Para se aceitar a hipdtese nula, o valor do mddulo de “z” encontrado deve ser menor
que o valor de “z” tabelado (1,96 para a = 5%) e para rejeitar essa hipdtese, o valor do

modulo de “z” encontrado deve ser maior que o valor de “z” tabelado nas mesmas condigdes.

3.5 Andlises estatisticas dos perfis dos corions

Foi realizada uma analise de variancia PERMANOVA com 9999 permutagdes, em que
os dados foram previamente normalizados e transformados por raiz quadrada e a matriz de
semelhanca (distancia Euclidiana) calculada. Testes post-hoc (PERMANOVA, pair-wise
tests) foram utilizados para comparacido dos perfis quimicos dos coérions em cada uma das
amostras. A distancia média dos centréides dos perfis quimicos também foi calculada. Essas
andlises foram realizadas utilizando o programa Primer 6 (Primer-eLtda). Uma andlise

candnica também foi realizada.

4. Resultados

4.1 Bioensaios

Nos tratamentos A, B e C, os resultados indicaram que ndo houve preferéncia das
fémeas por nenhuma situacao apresentada, € que a maioria das fémeas (47,5%) nao saiu do
ponto inicial de partida. Nesses tratamentos, os mdodulos dos valores de z calculado S30 inferiores

a0 Z tabelado Para p = 5%, que ¢ igual a 1,96 (Figuras 4, 5 e 6).
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Tratamento A (Z.,cu1ad0 = 0,183)

= N3o se moveram
566
M Brago Esquerdo (50 g de

substrato)

M Brago Direito (50 g de
substrato + 0,05 g de ovos)

o

2 4 6
Numero médio de individuos

Figura 4. Resultados dos bioensaios no tratamento A, utilizando 0,05 g de ovos em um dos cenarios. Os valores
indicam a média de individuos que optaram por ndo se mover (dp [desvio padrao] = 3,076), quantos escolheram
o brago esquerdo (apenas substrato)(dp = 1,366) e quantos escolheram o brago direito (substrato mais ovos)(dp =
2,607). Z calculado < Z tabelado. S€1S repeticdes foram realizadas, com 15 fémeas em cada uma.

Tratamento B (z_, 4120, = 1,010)

Mdo se moveram

W Braco Esquerdo (50 g de
substrato)

B Braco Direita (50 g de
substrato + 0,25 g de
avos)

a 2 4 & 8

Miamero médio de individuos

Figura 5. Resultados dos bioensaios no tratamento B, utilizando 0,25 g de ovos em um dos cenarios. Os valores
indicam a média de individuos que optaram por ndo se mover (dp [desvio padrdo] = 3,687), quantos escolheram
o brago esquerdo (apenas substrato)(dp = 1,032) e quantos escolheram o brago direito (substrato mais ovos)(dp =
2,732). Z calculado < Z tabelado- S€18 repeti¢oes foram realizadas, com 15 fémeas em cada uma.
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Tratamento C (z =0,921)

calculado

Mo se moveram

8,33

W BracoEsquerdo (50 g de
substrato)

B Braco Direito (50 g de
substrato + 0,5 g de
avos)

a 2 4 B B 10

Mumero médio de individuos

Figura 6. Resultados dos bioensaios no tratamento C, utilizando 0,5 g de ovos em um dos cenarios. . Os valores
indicam a média de individuos que optaram por ndo se mover (dp [desvio padrdo] = 2,943), quantos escolheram
o brago esquerdo (apenas substrato)(dp = 2,366) ¢ quantos escolheram o brago direito (substrato mais ovos)(dp =
2,422). Z calculado < Z tabelado- S€is repeticdes foram realizadas, com 15 fémeas em cada uma.

Por outro lado, no tratamento D (com um grama de ovos prévios no brago direito),
apesar de 50 % das fémeas ndo terem se movimentado, o teste confirmou preferéncia das
fémeas pelo local com a presenga de ovos, nesse caso, 35% das fémeas escolheram esse

cenario, sendo que O Z encontrado f01 de 3,14 (Figura 7).

Tratamento D (Z..cyjad0 = 3,14)

N3o se moveram
M Brago Esquerdo (50 g de
substrato)

M Brago Direito (50 g de
substrato + 1 g de ovos)

2 4 6 8
Numero médio de individuos

o

Figura 7. Resultados dos bioensaios no tratamento D, utilizando 1 g de ovos em um dos cenarios. . Os valores
indicam a média de individuos que optaram por ndo se mover (dp [desvio padrao] = 2,588), quantos escolheram
o brago esquerdo (apenas substrato)(dp = 2,136) e quantos escolheram o brago direito (substrato mais ovos)(dp =
1,861). Z caleulado > Z wbelado S€is repeticdes foram realizadas, com 15 fémeas em cada uma. Unico tratamento em
que houve preferéncia por um dos cenarios.
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4.2 Resultados dos perfis dos corions

Os picos gerados pelas amostras nas trés situacdes foram colocados no mesmo grafico
para auxiliar a visualiza¢do da intensidade do sinal de cada composto no decorrer da andlise
do GC-MS (Figura 8). Em relacdo aos compostos apolares, o corion do ovo de C.
megacephala apresenta uma grande diversidade de compostos, com cadeia carbonica entre 11
e 31 atomos, € os compostos Acidotetradecanoico, cis9-Acido Hexadecenoico, n-Acido
Hexadecanoico, 9-Acido octadecandico, Hexadecamida, 9-Acido octadecenoico, 9-

Octadecenamida, 1-Heptacosanol, Colesterol (Tabela 2).
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Figura 8. Cromatografia total do GC-MS do extrato de diclorometano do corion dos ovos de C. megacephala. Os
compostos a e b mostraram diferenciacdo entre as amostras (4cidos palmitoleico e palmitico, respectivamente).
Composto ¢, o acido miristico foi um dos compostos identificados que tiveram alta representatividade nas
amostras. As linhas das intensidades dos sinais rosa e azul estdo modificadas para efeito didatico (facilitar
observacdo), o inicio dessas linhas comecam com intensidade igual a zero, o mesmo da linha preta.
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Tabela 2. Proporgdes relativas dos perfis dos corions dos ovos de C. megacephala. M = média das concentragdes
de cada composto, DP = desvio padrdo. A letra a acima dos compostos, indica que esses tiveram grande
variaragdo estatistica de concentragdo com o passar do tempo. As letras b, ¢ e d auxiliam a visualizagdo na

diferenciagdo desses valores.

Oh 3h 6h
COMPOSTOS
M=DP M=DP M=DP
n-Ci 1,23+1,79 0,80+1,02 0,71+0,88
n-Ci2 0,35+0,48 0,27+0,31 0,28+0,37
n-Ci3 1,02+1,42 0,72+0,83 0,75+0,98
n-Ciq 1,55+1,98 1,17+1,28 1,19+1,48
n-Cis 1,10+1,24 3,02+5,10 1,55+2,67
n-Cis 2,90+3.51 2214237 2204275
Acidotetradecanoico 0,56+0,58 0,43+0,45 1,40+0,76
n-Cig 3,30+3,88 2,51+£2,72 2,70+3,44
cis9-Acido Hexadecendico 5,06+7,00 ® 7,65£6,84°¢  20,40+13,71 ¢
n-Acido Hexadecandico 2 6,23+9,35° 7,98+5,86 ¢ 9,51+6,24 ¢
n-Cao 3,51+3,72 2,79+3,04 2,80+3,57
9-Acido octadecandico 0,71+1,00 0,43+0,64 1,30+1,73
Hexadecamida 0,31+0,08 0,55+0,29 0,65+0,32
n-Ca 3.41+3.36 2,62+2,97 2,53+3.71
9-Acido octadecendico 0,17+0,07 0,60+0,56 0,55+0,86
9-Octadecenamida 0,29+0,37 0,84+1,33 0,10+0,07
n-Ca4 3,07+2,85 2,63+2.46 2,69+3,08
n-Cos 2.,44+2,04 2,16+1,78 2,16+2,43
13- MeCss;
11-MeCas 0,86+0,63 0,4340,30 0,52+0,16
3-MeC»s 3,58+1,70 2,93+1,42 2,08+0,72
1-Heptacosanol 0,81+0,76 0,31+0,14 0,52+0,18
15- MeCae;
13- MeCos; 0,71+£0,51 0,52+0,20 0,44+0,15
11-MeCz6
n-Cz7 1,58+0,69 1,49+0,51 1,27+0,38
13- MeCay7;
11-MeCar 5,79+4.77 2,96+0,48 3,27+0,90
13,15-DiMeC27 1,45+1,21 0,86+0,16 0,83+0,32
3-MeC»7 0,320,04 0,28+0,08 0,200,11
n-Cag 2,32+1,64 2,25+1,29 2,16+2,02
14- MeCas; 0,81+0,47 0,67+0,26 0,54+0,11
13-MeCas ’ ’ ’ ’ ’ ’
4-MeCog 17,42+7,87 18,11+9,77 13,36+4,24
Z-Cy 0,57+£0,45 0,29+0,09 0,38+0,17
15,17- DiMeCas;
13.17-DiMeCos 1,53+0,55 1,78+0,95 1,11+0,19
n-Coo 4,90+1,76 6,00+3,55 4,03+0,61
15- MeCao;
13-MeCao 3,69+1,77 3.47+1,71 2,78+0,66
7-MeCao 0,25+0,14 0,31+0,23 0,25+0,06



5-MeCao 0,14+0,05 0,20£0,10 0,14+0,03
13,17-DiMeCas 0,50£0,21 0,55£0,29 0,47+0,10
3-MeCao 0,45+0,36 0,55£0,59 0,38+0,35
n-Cso 1,76+1,28 1,91+0,77 1,74+1 48
13- MeCso; 0.53+0.25 0,69+0.35 0,44+0,10
14-MeCso 2250 O, AR,
4-MeCso 0,63+0,26 0,86£0,41 0,68£0,20
15,17- DiMeCso;
13.17-DiMeCn 0,40+0,20 0,21+0,12 0,45+£0,24
n-Cs; 1,98+0,99 2,51+1,51 1 434043
13- MeCsi; 5.4242.79 5.49+3,07 3,63+1.30
11-MeCs; ? ’ > ’ > 5
Colesterol 3,63+2.36 3,85+1,71 2,81+1,39
13,17- DiMeCsy; 0,84+0,38 1184092 0.68+0,20
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13,17-DiMeCsi

Os compostos mais representativos foram alcanos lineares, monometilalcanos,
dimetilalcanos e alcenos (hidrocarbonetos), alcool, amida e acidos. Destes, os compostos c¢is9-
AcidoHexadecenoico (acido palmitoleico), n-Acido Hexadecandico (acido palmitico) foram
os que apresentaram diferenciagdo entre as amostras, ou seja, suas concentragdoes foram
aumentando com o passar do tempo (Oh — 3h — 6h) (Tabela 2).

Todas as amostras analisadas apresentaram perfis muito semelhantes quanto a
diversidade desses compostos e a andlise estatistica ndo revelou diferenga significativa entre
elas (PERMANOVA, Pseudo-F = 0, 60165, p = 0,727). Quando as amostras foram
comparadas aos pares, as comparagdes Oh vs 3h, 3h vs 6h e Oh vs 6h ndo apresentaram
diferencas (PERMANOVA, pair-wise tests, Oh vs 3h: p = 0,8, 3h vs 6h: p = 0,548, Oh vs 6h: p
= 0,468). Ao calcular a distancia entre os centrdides e a distdncia média percebe-se que as
amostras sdo relativamente proximas em relagdo aos seus perfis (Distancia média para Oh vs
3h: 4,81; 3h vs 6h: 4,83 e Oh vs 6h: 5,36). Segundo a andlise candnica, 50,00 % das amostras
com Oh, 25,00% das amostras com 3h ¢ 75,00% das amostras com 6h foram classificadas

corretamente (Figura 9).
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Figura 9. Analise candnica do perfil do corion dos ovos de C. megacephala, em tempos diferentes apds a
postura.

5. Discussao

Os bioensaios mostraram que a presenca dos ovos nao afetou a escolha das fémeas nos
tratamentos A, B e C. Apenas no ultimo tratamento, em que a massa de ovos utilizada foi a
maior, as fémeas demonstraram preferéncia pelo substrato em que eles estavam localizados. A
analise dos ovos de C. megacephala nio constatou a presenga de nenhuma substancia volatil
que poderia ter atraido, nem repelido as fémeas nos bioensaios para o local presente com
massas de ovos. Porém, a andlise revelou compostos quimicos que podem atuar, por contato
direto, como possiveis reguladores de oviposicao.

Nos bioensaios realizados, primeiramente, nota-se que um grande nimero de
individuos nao foi atraido por nenhuma situagdo apresentada, ou seja, ndo sairam do ponto
inicial de partida do olfatometro.

Aproximadamente metade das fémeas ndo se moveu do ponto inicial durante os
experimentos, ou seja, ndo apresentaram atividade durante o periodo avaliado. Os bioensaios
foram realizados durante o dia, se iniciavam ao meio dia e terminavam exatamente as 17h,
esse intervalo foi escolhido, pois a maioria das moscas-varejeiras ¢ considerada diurna e

relativamente inativa a noite (PAYNE, 1965, BYRD & CASTNER, 2010), porém, mesmo
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sem provas concretas, observagdes recentes, sugerem a possibilidade de ocorréncia de
oviposi¢do noturna (WOOLDRIDGE et al., 2007).

Chrysomya megacephala ¢ considerada como ativa desde o comego da manha até o
entardecer, embora seu pico de atividade seja nos momentos mais quentes da tarde (BYRD &
CASTNER, 2010). Wijesundara (1957) relatou que a oviposi¢ao na espécie condiz com este
periodo de atividade, o que causa uma distribuicao crescente de oviposi¢des ao longo do dia,
atingindo seu pico no horario das 15h as 18h. Porém, Herzog (1992) encontrou resultados
distintos, com um pico secundario de oviposi¢do compreendido entre as 15h e 18h, enquanto
o primario foi relatado no periodo das 18h até as 6h do dia seguinte.

Apesar da maioria dos individuos apresentarem atividade nos experimentos,
corroborando com os resultados de Wijesundara (1957) e Byrd & Castner (2010), os que ndo
apresentaram atividade de procura por nenhuma situacdo apresentada, no periodo dos testes,
podem ser mais ativos nos momentos descritos por Herzog (1992).

Porém, a maioria dos individuos de todos os tratamentos exibiu atividade, buscando
uma das situacOes apresentadas. Os insetos devem localizar fontes de alimentos para
sobreviver, obter energia e nutrientes suficientes para produzir uma prole e entdo, achar um
local para oviposi¢do (LEBLANC & LOGAN, 2010). Isso ¢ alcancado através de processos
sensoriais eficientes e mecanismos comportamentais mediados por estimulos externos e
internos (AGELOPOULOS & PICKETT, 1998).

A idéia de que fémeas de moscas-varejeiras sdo atraidas por pistas volateis quimicas
emitidas por corpos em decomposi¢do (substratos de origem animal) para estabelecer um
local adequado para depositar seus ovos, ¢ amplamente aceita (IGNELL & HANSSON,
2005). Sabe-se, por exemplo, que Calliphora vicina, Phormia regina, Lucilia cuprina e L.
sericata sdo atraidas por diferentes compostos volateis, sobretudo substancias contendo
compostos sulfurosos (ASHWORTH & WALL, 1994; AAK et al., 2010; AAK et al., 2011;
PACZKOWSKI & SCHUTZ, 2011; BRODIE et al., 2014).

Como semioquimicos tém um papel considerdvel no comportamento de insetos
(BIRKETT et al. 2004; PICKETT et al. 1998), é provavel que a espécie envolvida nesse
projeto tenha sido atraida por algum composto volatil emitido pelo substrato, que esteve
presente em todos os cenarios de todos os tratamentos, causando sua movimentagao nos
bioensaios.

Lembrando que diferentes espécies respondem a diferentes compostos € que esses sao
encontrados em diferentes concentragdes durante os processos de decomposicao (LEBLANC,

2008), a identificacdo dessas substancias especificas e a investigacdo das respostas que elas
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provocam nos insetos poderiam proporcionar uma melhor compreensdao do comportamento de
moscas-varejeiras (LEBLANC & LOGAN, 2010).

Outro fator que pode ter provocado a movimentagao dos individuos do ponto inicial
do olfatometro ¢ a presenca de ovos previamente colocados em um dos cendrios em cada
tratamento. Esser (1990) relatou que fémeas de C. megacephala preferem depositar seus ovos
em locais onde ja estdo presentes ovos da mesma espécie, e atribuiu a atracao exercida pelos
ovos, uma natureza olfativa, ou seja, percebida principalmente pelo olfato.

Para a espécie estudada, nos resultados dos tratamentos A, B e C, a presen¢a dos ovos
nos cendrios ndo influenciou de maneira alguma a escolha das fémeas por uma das situagdes,
ndo exercendo papel atrativo e nem repelente; o teste aponta uma diferenga insignificante
entre as escolhas, ndo indicando preferéncia por nenhum local. Esses resultados corroboram
com os dados encontrados na analise quimica dos ovos de C. megacephala. O perfil quimico
do cérion ndo aponta a presenca de compostos volateis (inicos compostos que poderiam ser
captados pelas fémeas nos bioensaios); pelo contrario, os compostos mais representativos, os
acidos graxos, por exemplo, apresentam grande cadeia carbonica, caracteristico de substancias
pouco volateis (OLIVEIRA et al. 2003) e isso ¢ notado em todos os compostos encontrados.

E possivel, portanto, que ndo existam volateis nos ovos que desempenhem papel
atrativo para essa espécie e que a atragao e posterior agregacao de outras fémeas em locais
que contenham ovos sejam mediadas, principalmente pela visdo. Primeiramente, a atracdo de
fémeas para um local que contenha outras moscas realizando oviposi¢ao pode ser controlada
por feromonios produzidos por elas (NORRIS, 1965; BARTON BROWNE et al., 1969;
HANSKI, 1987; BRODIE, 2014) e os ovos funcionem atrativamente, apenas como pistas
visuais (WALL & FISHER, 2001; GOMES et al., 2007). Assim, como ndo parece haver
sinais atrativos nos ovos, também ndo parece haver presenca de um volatil que exerga
repeléncia nas fémeas. Feromonios de repeléncia presentes em ovos com agdo imediata para
as fémeas ja foram relatados em duas moscas pragas de frutas, Rhagoletis cerasi ¢ Rhagoletis
pomonella (AVERILL & PROKOPY, 1987; STADLER et al., 1994), porém, para essas
espécies, a sobrevivéncia dos imaturos ¢ reduzida drasticamente quando a densidade larval ¢é
maior que um (STADLER et al., 1994). Portanto, sinais quimicos repelentes de oviposi¢do
com acdo imediata sdo imprescindiveis para o futuro da prole. O contrdrio nota-se para
moscas-varejeiras, em que ha a preferéncia em depositar seus ovos de maneira agregada
(NORRIS, 1965; BARTON BROWNE et al., 1969; HANSKI, 1987; JIANG et al., 2002,
BRODIE, 2014) e que, de primeiro momento, ndo necessitam de um sinal repelente de

oViposi¢ao.
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Porém, os resultados obtidos no tratamento D foram completamente diferentes dos
resultados ja apresentados para os outros tratamentos: nota-se grande preferéncia das fémeas
pelo substrato que continha a massa de ovos, priorizando a agregagao dos futuros imaturos,
sendo que a diferenga nas escolhas foi altamente significativa, indo contra a suposi¢ao de que
ndo exista algo nos ovos que esteja atraindo os individuos.

Como elucidado anteriormente, a existéncia de compostos quimicos originados em
ovos, larvas e exsudatos ou lipidios cuticulares ja foi demonstrada em diversas familias de
Diptera (ANDERSON, 2002; McCALL, 2002; WERTHEIM et al., 2005), principalmente
casos de compostos encontrados nos ovos que provocam atracdo e futura agregagdo das
fémeas para uma oviposicao mais concentrada (McCALL, 2002).

Lutzomya longipalpis, um Psychodidae de importancia médica, por exemplo, tem
presente no corion de seu ovo acido dodecandico, e esse feromonio que € volatil, provoca
agregacdo de outras fémeas no local (E1 NAIEM & WARD, 1991; DOUGHERTY, et al.,
1992, 1994, DOUGHERTY & HAMILTON, 1997); em Simulium damnosum, a “black fly”,
outras fémeas sdo estimuladas a ovipor no mesmo local, devido a um feromonio volatil
emitido por ovos depositados recentemente (McCALL, 1995). O feromdnio possui tanto
propriedades atrativas como estimulantes para as fémeas (McCALL, et al., 1994; WILSON,
et al, 2000); em Delia antiqua (Meigen), a “mosca da cebola” seus ovos contém bactérias que
produzem estimulantes de oviposi¢ao para outros individuos, um caso de M.V.O.C. (HOUGH
et al., 1982; JUDD & BORDEN, 1992; DAVIS et al., 2013). A presenca de compostos
volateis atrativos presentes nos ovos também ja foi descrito em moscas-varejeiras, mais
especificamente, na Musca domestica, em que os feromoénios de atragdo sdo produzidos pela
fémea e se associam aos ovos, que posteriormente, terdo o papel de atragdo de outros
individuos (JIANG et al., 2002).

Como a constatagdo de componentes quimicos atrativos presentes nos ovos de muitos
dipteros ¢ numerosa, ndo podemos descartar a possibilidade de que compostos semelhantes
possam ser encontrados nos ovos de C. megacephala. Outra razdo, para que a existéncia de
um volatil presente nos ovos de C. megacephala responsavel pela atragdo de outras fémeas,
seja possivel, embora ndo confirmada no presente trabalho, ¢ que as conseqliéncias da
agregacdo, processo comum entre as moscas varejeiras (IVES, 1991; GREENBERG &
KUNICH, 2002; CHARABIDZE et al., 2011) garantem grandes vantagens a sua progénie
(RIVERS et al., 2011).

A agregagao dos ovos gera calor interno (DEONIER, 1940; GOODBRED & GOFF,
1990; ANDERSON & VANLAERHOVEN, 1996), o que mantén as larvas em temperaturas
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Otimas para completar o desenvolvimento com maxima eficiéncia (CIANCI & SHELDON,
1990; RIVERS et al., 2011). Além disso, a agregacdo pode facilitar a digestdo e assimilagdo
alimentar ¢ contribuir com a protec¢ao contra predadores ¢ parasitos (RIVERS et al., 2011).

Aceitando-se a idéia de que ha um composto volatil atrativo nos ovos para outras
fémeas, deve-se entender o motivo pelo qual ele ndo agiu nos primeiros tratamentos (A, B e
C) e também porque ele ndo foi constatado nas analises quimicas.

Esser (1990) relatou, para C. megacephala, que 0,05 gramas de ovos sdo minimamente
necessarios para atrair fémeas, porém, em seus experimentos, os individuos utilizavam o
olfato e também a visdo, sendo que € possivel que a mesma massa nao seja perceptivel apenas
pelo olfato desses insetos. E sabe-se também, que devido as fracas ligagdes moleculares,
compostos quimicos volateis tém a intensidade diminuida rapidamente com o passar do tempo
(HOLLER et al., 1991; HURST et al. 1998).

A massa de ovos que despertou atengdo das fémeas, atraindo-as no tratamento D, ¢ 20
vezes maior que a massa utilizada no primeiro tratamento e o dobro da massa utilizada no
tratamento C. Talvez, os volateis presentes na massa de um grama de ovos (tratamento D)
tenham levado maior tempo para evaporar que nas massas menores, mantendo a intensidade
do sinal minimamente perceptivel durante os experimentos. O mesmo pode ter ocorrido na
analise quimica dos ovos, cuja massa utilizada nesses testes, apesar de representar uma
quantidade maior do que uma unica fémea consegue ovipor (VON ZUBEN, 1998), ¢ inferior
a todas as massas utilizadas nos tratamentos dos bioensaios. Mesmo o ovo tendo sido
analisado ainda fresco, algum eventual composto volatil pode ter se evaporado rapidamente e
nos ovos com seis horas de idade, as chances de encontrar algo volatil, seria minima.

Se existe ou ndo um composto quimico volatil presente nos ovos de C. megacephala,
responsavel pela atracdo de outras fémeas, essa questdo poderd ser melhor compreendida
apenas com novos bioensaios propostos € também com mais analises quimicas realizadas,
utilizando, principalmente, diferentes massas de ovos nos testes.

Como comentado anteriormente, compostos volateis ndo foram encontrados nas
analises quimicas do cérion dos ovos, mas o perfil quimico tragado contém compostos com
caracteristicas interessantes. Dentre os compostos identificados, com excecdo dos alcanos
lineares, monometilalcanos, dimetilalcanos e alcenos, que serdo comentados mais adiante, trés
merecem maior atengao.

Os acidos graxos, Acidotetradecandico, cis9-Acido Hexadecendico e n-Acido
Hexadecanoico, conhecidos como 4cido miristico, acido palmitoleico e acido palmitico,

respectivamente, foram altamente representativos nas amostras e entre eles, os acidos
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palmitoleico e palmitico apresentaram diferentes concentragdes entre as amostras, com um
aumento na concentragao observado com o passar das horas. Lembrando que os acidos graxos
encontrados nas analises sao compostos com grandes cadeias carboOnicas, portanto nao-
volateis (THURMAN, 1985; OLIVEIRA et al. 2003) ¢ que sua percep¢do acontega,
provavelmente, por contato direto.

A presenca de todos esses compostos € comum na composicao geral dos acidos graxos
em pelo menos sete ordens de insetos: Lepidoptera, Hemiptera, Orthoptera, Diptera,
Hymenoptera e Dictyoptera, sendo que as propor¢des de cada dcido podem variar. Altos
niveis de 4acido palmitoleico sdo encontrados em Diptera enquanto altos niveis de acido
miristico, em Hymenoptera (THOMPSON, 1973). Esses compostos também foram relatados
na superficie dos ovos em diferentes ordens de insetos, Neuroptera, Hymenoptera e
principalmente Lepidoptera (THIERY & GABEL, 1993; EISNER et al., 1996; GABEL &
THIERY, 1996).

As fungdes desses acidos sdo diversas, porém uma se destaca: desencorajadores de
futuras oviposigoes (THIERY & GABEL, 1993; DANI et al., 1996; EISNER et al., 1996;
GABEL & THIERY, 1996). Os acidos palmitoleico, palmitico e miristico foram relatados em
ovos de Lobesia botrana (Lepidoptera), e parecem funcionar, de maneira independente
(sozinhos), como reguladores de oviposicdo. As fémeas dessa espécie percebem esses
compostos e imediatamente evitam esse local como sitio de oviposi¢cao ou em algumas vezes,
diminuem a quantidade da postura de ovos, e quanto maior a concentracdo desses compostos,
mais intensas sdo essas respostas (GABEL & THIERY, 1996). Gabel & Thiéry (1996)
também encontraram nos ovos dessa espécie quantidades muito baixas de um éster: o metil
palmitato, também conhecido como palmitato de metila, ou simplesmente palmitato. Esteres
derivam de um 4cido através de um processo denominado esterificagdo, no caso do palmitato
de metila, o 4cido palmitico reagiu com o metanol dando origem a esse éster. Esteres possuem
cadeias curtas e ligacdes moleculares fracas, tornando-os altamente volateis, se comparados a
acidos graxos (McMURRY, 2004). Esse éster, palmitato de metila, teve fungcdo semelhante ao
do seu acido de origem, desencorajando a espécie a ovipor no local (GABEL & THIERY,
1996).

Muitas vezes, misturas de acidos graxos resultantes da extragdo do cérion dos ovos
foram apresentadas a alguns insetos, e conclusdes parecidas foram encontradas. Em Cydia
pomonella (Lepidoptera), individuos evitaram depositar seus ovos em locais onde uma
mistura contendo sete acidos graxos, provenientes dos ovos dessa espécie, estava presente;

nessa mistura, estavam incluidos os acidos miristico, palmitoleico e palmitico (THIERY et
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al., 1995), os ésteres miristato (derivado do acido miristico) ¢ o palmitato também foram
identificados nas extracdes dos ovos, porém nado foram testados. Em alguns casos, essas
substancias podem ser reconhecidas entre espécies. Misturas contendo trés acidos graxos,
inclusive o miristico e o palmitico, ¢ mais alguns ésteres, incluindo o palmitato e o
palmitoleato (derivado do acido palmitoleico) extraidos dos ovos de Lobesia botrana foram
reconhecidas por trés outras espécies, ¢ essas decidiram entdo, ndo ovipor no local (THIERY
& GABEL, 1993).

Esses compostos nem sempre sdo encontrados nos ovos, mas a fungdo exercida por
eles parece ser a mesma. Li & Ishikawa (2004) constataram a presenca de cinco acidos graxos
nas fezes de imaturos de quatro espécies de mariposas. Essa mistura de acidos graxos, que
incluia dcido palmitico, desencoraja as fémeas de todas as espécies do projeto desses autores a
depositarem novos ovos no local de aplica¢do da substancia. Acido palmitico foi encontrado
em grandes quantidades no abdomen e no tarso de Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera) junto com acido oléico e quando testados, apresentaram atividade de repeléncia
e desencorajamento para outras fémeas oviporem (LI et al., 2001). Ha estudos com
Coleoptera que evidenciam a presenca de 4cido palmitico em secre¢des liberados por
glandulas, tendo a mesma fungédo de inibidores de oviposigao (MUDD et al., 1997).

Aparentemente, para muitos insetos, esses acidos e seus ésteres derivados, agem
principalmente como O.D.P.s, (do inglés: Oviposition-deterring pheromones) (LI et al., 2001;
LI & ISHIKAWA, 2004), desencorajando oviposi¢cdes de fémeas da mesma espécie ou de
outras espécies que competem por recursos € locais para oviposigao.

Nos casos citados, esses compostos foram, provavelmente, percebidos pelos insetos de
duas maneiras: devido as propriedades fisico-quimicas descritas para os acidos graxos, sua
ndo volatilidade ndo permite sua percepcdo pelo olfato, e possivelmente sua percepgao
ocorreu por contato direto com a substancia (THIERY et al., 1995; GABEL & THIERY,
1996; LI & ISHIKAWA, 2004). Entre os insetos, ndo ¢ incomum a percepcao de O.D.P.s
através de quimiorrecepgao por contato, que ocorre em representantes das ordens Lepidoptera,
Diptera e Coleoptera (KLIINSTRA & ROESSINGH, 1986; STADLER et al.1994;
RUZICKA, 2003). O segundo modo de detecgio esta relacionado com os ésteres derivados
desses acidos, que por possuirem cadeias menores e ligacdes moleculares mais instaveis, sao
volateis (McMURRY, 2004) e possivelmente detectados pelo olfato. Guo & Li (2009)
demonstraram que uma mistura de trés ésteres, incluindo o palmitato, ¢ reconhecida

olfativamente pelas fémeas da espécie Ostrinia furnacalis (Lepidoptera).



30

Como relatado anteriormente, as analises quimicas do coérion dos ovos de C.
megacephala ndo constaram nenhuma substdncia volatil e nenhum éster esteve presente.
Novos testes e analises devem ser realizados com os ovos para ter certeza se eles realmente
ndo existem para essa espécie ou se apenas, nao foram registrados. Com relagdo aos acidos,
por serem compostos ndo volateis, ndo teriam como influenciar as fémeas dessa mosca-
varejeira nos bioensaios realizados. Esses ultimos levaram em conta apenas a percepgao
olfativa dos individuos. Contudo, isso nao significa que esses acidos ndo possam ter uma
funcdo para essa espécie.

Para Ives (1989), é provavel que as fémeas de Chrysomya sejam capazes de avaliar o
substrato, diminuindo o tamanho de suas oviposigdes em locais muito saturados com ovos ou
larvas, ou procurando outro local para ovipor. A presencga ¢ a concentracao dos acidos citados
anteriormente podem ter papel importante nessa avaliagdo das fémeas de C. megacephala do
substrato com ovos. Sensilas presentes na regido do ovipositor dessa espécie ja foram
detalhadas e sugestdes de que esses possam ter fun¢do de quimiorrecep¢do por contato,
regulando a oviposi¢ao, ja foram propostas (CHAIWONG et al., 2008).

Nos resultados do presente projeto, a concentragdo dos acidos palmitoleico e palmitico
aumentou com o passar do tempo. Lam et al. (2007) observaram que fémeas de Musca
domestica devem evitar oviposi¢des proximas a ovos velhos ou na iminéncia de eclosdo das
larvas, porque a progénie pode ser canibalizada por uma geracdo mais nova originada de
eventos de oviposi¢do anteriores, diminuindo sua sobrevivéncia. Situacdo semelhante pode
ocorrer para C. megacephala, se a fémea ovipor junto a ovos mais velhos, sua progénie ira
eclodir e enfrentar uma alta competitividade por alimento com larvas mais velhas e maiores,
provenientes de oviposi¢des anteriores, diminuindo suas chances de sobrevivéncia.

Portanto, novos testes podem comprovar se as altas concentragdes desses acidos
podem ser percebidas pelas fémeas, através do contato direto, como um sinal de ovos mais
velhos ou grandes quantidades de ovos e induzi-las a evitar novas oviposicoes, estimulando-as
a procurar um local com menos ovos ou ovos mais novos, ajudando a corroborar a proposta
de Ives (1989) e os resultados de Lam et al. (2007).

Porém, ndo ha relatos na literatura sobre o perfil quimico dos ovos dessa espécie nem
das fungdes de seus compostos, portanto para confirmar os efeitos desses acidos em C.
megacephala e como eles atuam, ainda sdo necessarios mais estudos. Esses acidos sao
facilmente sintetizados ou comprados no mercado, possibilitando idéias para novos bioensaios
que permitiriam a obten¢do de novos resultados. Outra possibilidade seria sintetizar os ésteres

dos acidos encontrados e analisar seus possiveis efeitos em moscas-varejeiras.
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Anteriormente, foram citados também os alcanos lineares, monometilalcanos,
dimetilalcanos e alcenos, ou seja, os hidrocarbonetos, que sao todos altamente representativos
nas amostras. Sao hidrocarbonetos, pois esses compostos possuem nas cadeias apenas atomos
de hidrogénio e carbono.

Os hidrocarbonetos cuticulares em insetos solitarios sdo espécie — especificos e
geralmente sexo - especificos, ou seja, sua fun¢do ¢ reconhecer outros individuos da mesma
espécie durante o contato (SINGER, 1988). Possivelmente, esses hidrocarbonetos encontrados
no corion dos ovos possam servir como sinais que os identificam como sendo de C.
megacephala para outras fémeas da mesma espécie, possibilitando uma oviposi¢ao agregada,
pois se sabe que fémeas de C. megacephala evitam ovipor em locais que contenham imaturos
de outras espécies de varejeiras (GIAO & GODOY, 2006; YIANG & SHIAO, 2012).
Emmens (1981) constatou a presenca de lipidios cuticulares nas fémeas de Lucilia cuprina
que parecem atrair outros individuos para uma oviposi¢do agregada, mas esses
hidrocarbonetos ndo foram identificados.

Novamente, ndo ha relatos na literatura da presenca e nem das caracteristicas
funcionais desses hidrocarbonetos presentes nos ovos de Calliphoridae que tenham alguma
influéncia em fémeas coespecificas. Dessa forma, novas andlises quimicas e testes
laboratoriais envolvendo esses hidrocarbonetos devem ser propostos, para uma melhor

compreensdo de seu papel no comportamento de moscas-varejeiras.
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6. Conclusoes

- As fémeas de C. megacephala ndo demonstraram preferéncia pelos locais sem ovos,
em relacdo ao substrato de oviposi¢ao.

- As fémeas demonstraram preferéncia pelo local que continha massa prévia de ovos,
somente no Tratamento D, priorizando a agregagao dos ovos neste caso.

- Nao foi encontrado nenhum composto volatil na analise quimica dos ovos.

- A composi¢do do corion do ovo de C. megacephala ¢ uma mistura complexa de
compostos que possuem cadeia carbonica entre 11 e 31 dtomos.

- Os 4cidos graxos merecem destaque nesta composicdo, possibilitando sugerir seu
papel na regulagao da oviposi¢ao nesta espécie de mosca-varejeira.

- Uma grande quantidade de hidrocarbonetos foi relatada no cérion dos ovos.
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