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RESUMO

A ordem Diptera € uma das mais diversas dentre os insetos, e dentro da
subordem Brachycera encontra-se a familia Calliphoridae, mais conhecida como
representante das moscas-varejeiras. Esses insetos sdo populares devido a
preocupacdo com condi¢Bes sanitarias precarias de diversos locais, mas também
muito importantes devido a seu papel na investigacdo de crimes. Chrysomya
megacephala é uma espécie nativa da regido Oriental e Australasia e foi introduzida
acidentalmente no Brasil por meio de navegacfes na década de 70 do século
passado. Essa espécie é uma das primeiras a colonizar o cadaver, sendo que a
colonizacdo por insetos pode durar até a fase de esqueletizacdo. Portanto, o
conhecimento do inicio dessa colonizacao € incisivo para a determinacao de um valor
de IPM (intervalo de tempo entre a ocorréncia da morte e o encontro do corpo pela
pericia) acurado, realizada por meio da relagdo da massa e idade das fases de
colonizagédo do corpo pelos insetos. Apesar da atividade diurna desses insetos, as
fémeas durante a auséncia de luz podem caminhar a procura de alimento ou substrato
de oviposicdo. O objetivo deste trabalho consistiu em analisar o comportamento de
frequéncia e quantificacdo da oviposicao noturna de C. megacephala a partir da
analise empirica da postura de ovos utilizando controle de luz e temperatura e
posterior quantificacdo das massas de ovos e analises de comparacao estatistica. Foi
observado que houve oviposi¢cdo noturna em todos os grupos analisados, porém
houve maior quantidade de ovos postos no grupo que recebeu o substrato de
oviposicado apenas durante a noite, em detrimento do grupo que recebeu substrato
para oviposicdo em ambos o0s periodos do dia. A partir do conhecimento do
comportamento de oviposicdo noturna, é possivel a obtencdo de um IPM mais
acurado, podendo haver uma diferenca de até 12h neste, e assim uma conclusdo mais
exata do periodo do dia em que ocorreu a morte e a consequente colonizacdo do
corpo pelos dipteros. A onipresenca e abundancia desta mosca em um vasto
gradiente de condi¢cbes colaboram para que essa seja uma espécie de garantida

importéancia forense.

Palavras-chave: Diptera, comportamento de oviposicéo, Calliphoridae



ABSTRACT

The order Diptera is one of the most diverse order of insects, and within the
suborder Brachycera is the family Calliphoridae, better known as a representative of
blowflies, popular insects due to concerns about poor sanitation in many places, but
also very important due to its role in the investigation of crimes. Chrysomya
megacephala is a native species from the Eastern and Australasian regions and was
accidentally introduced to Brazil through navigations in the 70's. This species is one of
the first to colonize the corpse, and this colonization by insects may last until the
eskeletonization phase. Therefore, knowledge of the onset of this colonization is
crucial for the determination of an accurate PMI value (time interval between the
occurrence of death and the body meeting by expertise), performed by the relation of
the mass and age of the colonization phases of the body by the insects. Despite the
daytime activity of these insects, females during low light may walk looking for food or
oviposition substrate. The objective of this work was to analyze the behavior of
nocturnal oviposition of C. megacephala from the empirical analysis of egg laying using
light and temperature control and subsequent egg mass quantification and statistical
comparison analysis. It was observed that there was nocturnal oviposition in all groups
analyzed, but there were more eggs laid in the group that received the oviposition
substrate only at night, in detriment of the group that received oviposition substrate in
both periods of the day. From the knowledge of nocturnal oviposition behavior it is
possible to obtain a more accurate PMI and thus a more accurate conclusion of the
period of the day in which the death occurred and the consequent body colonization
by the dipterans. The omnipresence and abundance of this fly in a wide range of

conditions contributes to its forensic importance.

Keywords: Diptera, oviposition behaviour, Calliphoridae
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1. INTRODUCAO

A Entomologia Forense, como conhecemos hoje em dia, tem uma vasta
possibilidade de aplicacdo e nao é utilizada apenas para a solugdo de crimes contra
a pessoa, podendo ser dividida em entomologia forense urbana, de produtos
estocados e médico-legal. Na entomologia forense urbana, ha a inclusdo de acgbes
civeis, como por exemplo os danos causados por cupins em iméveis, ou a infestacao
de pulgas em estabelecimentos, sendo que essa modalidade é bastante utilizada no
mercado imobiliario. J& a entomologia forense de produtos estocados é responsavel
pelo estudo da contaminacdo de produtos industriais ou comerciais em estoque
(principalmente alimentos), sendo sua aplicacdo muito vasta e muito recorrente no
mercado industrial (LORD, STEVESSON, 1986). Também ha a entomologia médico-
legal, tratada neste trabalho, que visa e resolucao de diversas questdes criminais com
0 uso de insetos, podendo ser usada tanto para o célculo do intervalo post-mortem
(que consiste na estimativa de tempo entre a morte e o encontro do corpo por
profissionais), quanto para a deteccdo de drogas e remédios em cadaveres, bem
como em casos de maus tratos a criancas e incapazes, sendo sua aplicacéo diversa
e flexivel (LORD, STEVESSON, 1986).

Desde os tempos primérdios, ha vestigios da Entomologia Forense sendo
utilizada para a solucéo de crimes. Um dos casos mais antigos de aplicacdo desta
ciéncia se deu na China, no século Xlll, quando um investigador chamado Sung T’zu,
se viu a frente de homicidio ocorrido em meio a uma plantacdo de arroz, em que se
sabia apenas gque o crime havia sido cometido com um objeto cortante. O crime p6de
ser desvendado apOs o investigador pedir para que todos os trabalhadores
colocassem suas foices no chéo e as moscas apenas pousassem em uma delas, onde
provavelmente continha resquicios de sangue, descobrindo-se assim, 0 assassino
(PUJOL-LUZ et al., 2008).

No ambito cientifico, a entomologia forense se tornou mundialmente
conhecida com a publicacdo do livro “La faune des Cadavres”, de Mégnin (1894), no
gual os insetos necrofagos foram divididos em oito legides distintas, passiveis de uma
sucessdo previsivel durante o processo de decomposicdo, e assim comecgou-se a

estudar e a utilizar insetos para estimar o intervalo post mortem de um cadaver, dado
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crucial para a solucédo de diversos crimes quando ndo ha sangue, urina ou 6rgaos
disponiveis para analise na resolucédo de casos de assassinatos, aumentando assim,
sua importancia em estudos médico-legais (KINTZ, 1990). Apesar deste trabalho ter
sido um marco na descoberta da entomofauna européia, os dados nao séo aplicaveis
no Brasil, uma vez que o clima tropical interfere diretamente tanto no processo de

decomposicdo quanto na sucessao da entomofauna.

No Brasil, ha mais de um século, alguns cientistas realizaram pesquisas
nessa area, apesar de diversos empecilhos no caminho devido a escassez de dados
taxondmicos e bioldgicos; dentre eles, estdo Roquete-Pinto (1908) e Oscar Freire
(1914). Apos estes trabalhos, somente houve contribuicdo cientifica relevante no ano
de 1987, com a obra “Estudo da decomposigao e sucessao sobre uma carcaca animal
numa area do Estado de Sao Paulo, Brasil.” de Monteiro e Penereiro, na qual foi
estudado o processo de decomposicdo e a fauna associada em carcacas de ratos.
Apés este estudo, houve a proposta de projetos de pesquisa na area em diversas
instituicGes de ensino, que permitiram varias publicacbes, 0 que prossegue em

crescimento até hoje.

Os insetos sdo 0s primeiros invertebrados a colonizarem corpos em
decomposicao, e a entomofauna de um cadaver nem sempre € composta por insetos
gue se alimentam dos tecidos decompostos, podendo ser constituida por insetos
onivoros, que se alimentam tanto do cadaver em questao quanto da fauna associada
a ele, como por exemplo formigas e vespas e alguns besouros (CATTS & GOFF, 1992;
LECCESE, 2004). Também pode haver insetos parasitas e predadores, que se
alimentam dos insetos exclusivamente necréfagos, como alguns colebpteros
(Silphidae, Histeridae), alguns dipteros (Muscidae), himendpteros e dermapteros;
também h& a presenca de fauna acidental, que sdo insetos e artropodes que estdo no
corpo em decomposicdo simplesmente pelo fato dele estar presente como uma
extensdo de seu habitat normal; e ha os insetos necréfagos propriamente ditos, que
séo aqueles que se alimentam do cadaver em processo de decomposic¢ao e o utilizam

como substrato para oviposicao (KEH, 1985).

A ordem Diptera é uma das mais diversas dentre os insetos, contendo
aproximadamente 150 mil espécies dentro de 158 familias distintas (YEATES, 2005).
Essa ordem pode ser subdividida em subordens, Nematocera, conhecida como

dipteros inferiores, e Brachycera, que engloba familias de dipteros superiores ou
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muscoides. Dentro da subordem Brachycera encontra-se a familia Calliphoridae, mais
conhecida como representante das moscas-varejeiras, insetos populares devido a
preocupacdo com condi¢cdes sanitérias de diversos locais (NORRIS, 1965), mas
também muito importantes devido ao seu papel na investigacdo de crimes e na
estimativa do IPM (intervalo post mortem), quando € conhecido anteriormente o
padrdo de sucessdo entomoldgica no cadaver em questdo ou a inferéncia da idade
pela massa das larvas, podendo esses fatores serem responséaveis pela indicacao de
tempo de decomposicdo de um cadaver e portanto, importantes na resolucdo de
inumeros crimes (SCHOENLY, 1991; VON ZUBEN, et al,. 1996).

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) é uma espécie de mosca
pertencente a familia Calliphoridae, que tem sua origem na Australasia e foi
acidentalmente introduzida na América através de navios, se tornando assim uma
espécie invasora (GUIMARAES et al., 1978, 1979). O representante adulto possui a
coloracdo azul-esverdeada ou roxa, espiraculo prototoracico escuro e olhos
avermelhados; também apresenta antenas e genas amareladas (OLIVEIRA-COSTA,
2003). Suas larvas ndo possuem tubérculos e tém esclerito oral com uma mancha
mais escurecida. O pupario € relativamente opaco e irregular, possuindo seis
tubérculos (AMORIM & RIBEIRO, 2001). A espécie normalmente estd associada a
matéria em decomposi¢cdo, ndo necessariamente apenas cadaveres, mas também
pode ser encontrada em matéria organica diversa, como frutos ou fezes (SMITH,
1986). Mesmo sendo considerada uma espécie invasora no continente americano, C.
megacephala é de grande importancia forense, ja que é um dos primeiros dipteros a
colonizarem o cadaver, podendo ser um instrumento confiavel na estimativa do
intervalo post-mortem (IPM) (PEREZ et al., 2005).

Para que as moscas necréfagas possam exercer papéis principais na
resolucdo de crimes e na estimativa confiavel do IPM, é necessario que haja um banco
de dados bioldgicos que descreva diversos comportamentos destes insetos e suas
consequéncias. Um comportamento de inquestionavel importancia € o de ovipostura,
Ou oviposicao, que € o primeiro estagio para a colonizacédo do cadaver realizado por
estas moscas pouco tempo apOds a morte da vitima, podendo durar até a fase de
esqueletizacdo, e seu conhecimento é incisivo para a determinacdo de um IPM
acurado (CATTS, 1992). Diversos fatores podem influenciar no comportamento de

ovipostura de moscas necrofagas, tais como olfato (BARTON, 1960), caracteristicas
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nutricionais e qualidade do sitio (ZUCOLOTO, 1991); até a temperatura pode ser um
fator decisivo na escolha do local e horario deste comportamento (ODY, 2017). Outro
fator que pode influenciar o comportamento de oviposi¢cdo nas moscas necréfagas é
a intensidade de luz e a possibilidade da ocorréncia da oviposi¢do durante o periodo

noturno, com nenhuma ou pouquissima incidéncia de luz (SINGH & BHARTI, 2001).

A acurécia dos resultados destes estudos € fundamental para resolucdes
de questdes juridicas, uma vez que € o exato tempo da ovipostura que determinara a
idade correta das larvas e, consequentemente, o intervalo de tempo entre 0 momento
em que o cadaver foi colonizado e posteriormente encontrado. Considerando que a
maior parte dos crimes ocorre dentro do periodo noturno, o estudo do comportamento
noturno de dipteros se torna ainda mais relevante para a entomologia forense e no
calculo do IPM (CATTS, 1992), tendo em vista que para alguns especialistas, as
moscas podem ser dadas como inativas a noite, resultando em uma possivel alteracéo
discrepante de 12 horas no célculo no IPM (AMENDT, et al,. 2008).

Alguns estudiosos afirmam, sob perspectiva empirica, que as moscas
possuem apenas atividade de ovipostura diurna (OLIVEIRA-COSTA, et al,. 2001;
AMENDT, et a,. 2008), enquanto outros conseguiram resultados antagbnicos aos
primeiros, com ovipostura noturna de algumas espécies, como Lucillia sericata,
Calliphora vomitoria, Calliphora vicina, entre outras (GREENBERG, 1990; ODY,
2017); deve-se ressaltar que, mesmo sendo notavel a diminuicdo metabdlica destes
dipteros com a diminuicdo da intensidade luminosa, é possivel que algumas espécies
realizem a ovipostura dentro do periodo noturno, salientando, desta forma, a
importancia de estudos deste tipo para a continuidade da aplicacdo correta de
métodos dentro das ciéncias forenses no Brasil, para que possa ser, cada vez mais,
expandida a acuracia das pericias nos laudos de crimes, reforcando sua decisiva

importancia em processos juridicos.



2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo consistiu na analise de comportamento de
frequéncia e quantificacdo de oviposicao e atividade noturna de C. megacephala,
considerando diferentes cenarios experimentais e atentando para a possivel
ocorréncia de oviposi¢cao noturna, sua quantificacdo e analise, e as consequéncias

desse comportamento na Entomologia Forense.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e desenvolvimento dos individuos

Individuos adultos de C. megacephala foram coletados nos arredores do
Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, na Universidade Estadual
Paulista, campus situado na cidade de Rio Claro, Estado de S&o Paulo, Brasil. Para a
coleta foi utilizada carne bovina moida putrefata como isca em armadilhas feitas com
garrafas PET e penduradas em arvores por periodos de 6 horas durante o dia. ApGs
a coleta, os individuos da espécie desejada foram separados, identificados e mantidos
em gaiolas teladas e devidamente fechadas (30 x 30 x 30cm), contendo agua e agucar
ad libitum e sob temperaturas e fotoperiodos controlados, respectivamente a 25 +1 °C
e fotofases de 12 horas (durante toda a fase de criagdo, para a realizacdo dos
experimentos propostos e durante os intervalos entre os experimentos, em todas as

geracoes).

Apés o advento da oviposicdo em frascos com carne bovina moida e a
obtencdo de massas de ovos, foi feita a separacdo dessas massas de ovos e a
transferéncia destas para potes de 750ml contendo carne moida (100g) e
devidamente fechados com tecido. Todos os potes foram colocados em B.O.D.s com
temperatura controlada de 27+0,5 °C, e a partir do momento da dispersao inicial das
larvas em busca de um sitio de pupacao (final do terceiro instar larval), foi feita a
transferéncia destas para potes maiores (2,5 litros) contendo serragem de madeira,

novamente mantidos a temperatura de 27+0,5 °C na B.O.D. Apds os dipteros
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atingirem o estagio de pupa, foi feita a transferéncia dos individuos para as gaiolas
teladas até a emergéncia dos adultos, em sala climatizada com temperatura e luz
controladas (25x1 °C e fotofases de 12 horas), até a posterior oviposi¢cdo. A fémeas
adultas, além da &gua (em frascos tampados com gaze) e do agucar, foram
alimentadas por 5 dias com figado bovino cru (50g) para que ocorresse 0
desenvolvimento completo do ciclo gonotréfico (LINHARES, 1988) e apds 10 dias do
inicio da alimentacdo com o figado, essas fémeas estavam prontas para realizarem a
oviposi¢cdo em carne moida crua putrefata (50g). ApGs a oviposi¢cdo e a emergéncia
da geracao F1, o processo foi repetido a fim de se obter a geracéo F2, que foi utilizada
em todos 0s processos empiricos a seguir, pois apenas as moscas provenientes da
geracao F2 tiveram seu ciclo completo dentro de ambiente laboratorial e sob
condic¢des controladas.

3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Oviposicao noturna e diurna

Primeiramente, foi feito um experimento dividido em duas partes, em que
na primeira parte um numero especifico de moscas (30 fémeas e 5 machos) foram
mantidas em 12 gaiolas teladas, como € possivel observar na Figura 1, e em ambiente
climatizado e com iluminagéo controlada. Assim que as fémeas alcancaram o estagio
completo de desenvolvimento ovariano, elas foram submetidas a 12 horas de luz com
substrato de carne bovina moida para oviposicdo e em seguida, submetidas a
condi¢Bes de escuro total por 12h com 0 um novo substrato de oviposi¢cao (também
carne bovina moida). Ao mesmo tempo, na segunda parte do experimento, um outro
conjunto de 12 gaiolas, com o mesmo numero de espécimes, recebeu o substrato de
oviposicdo somente durante as 12h de escuridédo total para fins comparativos. No
primeiro caso foi colocada uma porcédo de aproximadamente 40 gramas de carne
moida crua (em estagio inicial de putrefacdo), que permanecia dentro das gaiolas das
18h as 6h, entdo esse substrato foi retirado e uma nova porgéo de 40 gramas de carne

moida crua foi colocada, permanecendo nas gaiolas até as 18h, completando um dia
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inteiro. No segundo caso foi colocada a porcdo de 40 gramas de carne moida crua
apenas as 18h e retirada as 6h durante todos os dias de realizacdo do experimento.
Todas as massas de ovos obtidas foram pesadas em uma balanca analitica de alta
precisdo e quantificadas para analises estatisticas. O periodo também foi levado em
conta, uma vez que foram pesadas todas as massas de ovos postas nas 12h de luz e
também nas 12h de escuridao total para o primeiro caso e todas as massas de ovos
postas sob 12h de escuro para 0 segundo caso. Para ambos os casos, foram
consideradas posturas por um total de cinco dias consecutivos, sendo assim, no
primeiro caso foram obtidas posturas referentes a cinco dias e cinco noites por cada
gaiola, totalizando um total de dez medi¢cGes de massa; ja no segundo caso, no qual
somente foi medida a massa de ovos obtida durante 12h de escuro, houve apenas
cinco obtencBes de valores de massa por cada gaiola, referentes as 5 noites

analisadas. Foram analisadas 12 repeticdes para cada caso (12 gaiolas).

Os numeros das massas de ovos obtidas no primeiro conjunto de gaiolas
(primeira parte do experimento) foram separados em dois grupos para dar
prosseguimento as andlises estatisticas; o primeiro grupo (Grupo 1) consistia nas
massas de ovos obtidas e pesadas apenas durante as 12h de luz do conjunto de
gaiolas que receberam o substrato em ambos os periodos do dia, e o segundo grupo
(Grupo 2) consistia has massas de ovos obtidas apenas durante a noite do mesmo
conjunto de gaiolas que recebeu o substrato em ambos os periodos do dia. Ja o
segundo conjunto, de outras 12 gaiolas, que recebeu o substrato de oviposicéo
apenas durante a noite, separou-se apenas um grupo com os namero de massas de
ovos obtidas a noite, denominado de Grupo 3. O Grupo 1, portanto, refere-se as
massas de ovos retiradas de oviposicoes realizadas apenas durante o dia de gaiolas
gue receberam o substrato de oviposicdo tanto de dia quanto a noite, sendo assim,
de gaiolas cujas fémeas estariam susceptiveis a ovipor em qualquer periodo do dia,
ja o grupo 2 refere-se as massas de ovos deste mesmo conjunto de gaiolas retiradas
de oviposicdes realizadas apenas no periodo noturno (sob total auséncia de luz) e o
Grupo 3 refere-se as massas de ovos retiradas do conjunto de gaiolas que somente
receberam o substrato de oviposi¢do durante o periodo noturno, ou seja, de fémeas

gue s6 podiam ovipor a noite.
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Fonte: prépria.
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Figura 1. Esquema da gaiola telada onde foi realizado o experimento 1.

3.2.2 Analise noturna da busca ativa por substrato de oviposicao

Neste experimento, que foi realizado apenas sob total auséncia de luz por
12h, foi montada uma estrutura na qual foram utilizadas trés gaiolas teladas unidas
simetricamente por dois canos PVC de um metro cada um, sendo que em uma das
gaiolas ficaram um total de 20 fémeas selecionadas aleatoriamente para esse
experimento (todas tendo completado o desenvolvimento ovariano); essa gaiola ficou
conectada a uma segunda gaiola que se encontrava completamente vazia (para
controle estatistico) e a uma terceira gaiola (como mostrado na Figura 2) com o0
substrato de oviposicao durante as 12 horas de escuriddo (o substrato de oviposicao

nesse caso consistiu em 40 gramas de carne moida em estagio inicial de putrefacéo).

Neste experimento, foi analisada a capacidade de busca ativa por substrato
de oviposicdo na auséncia de luz. Ao final das 12h de escuro total, foi observada a
presenca ou auséncia de moscas nas gaiolas contendo o substrato de oviposicao, e
também foram quantificadas (pesadas) as massas de ovos obtidas no substrato de
oviposi¢cdo para futuras analises estatisticas, tendo sido analisado, entédo, se houve
ou ndo locomoc¢ao das moscas para as gaiolas inicialmente vazias. Portanto, neste

experimento foi analisada uma possivel busca ativa por substrato (mesmo néo
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havendo oviposicdo) pela presenca das moscas nas gaiolas contendo o substrato de
oviposicao, sendo que também foi analisada a possivel busca ativa com realizacao de
oviposicao por parte das fémeas selecionadas. O substrato de oviposi¢ao foi colocado
pontualmente as 18h e retirado as 6h do dia seguinte durante a realizagdo do
experimento; e durante as 12h de luz do dia, as 20 fémeas selecionadas
aleatoriamente para o0 experimento receberam apenas acucar e agua para sua
sobrevivéncia e foram mantidas em apenas uma gaiola para aguardar a continuacao
do experimento sob 12h de escuro. Este experimento foi feito por cinco noites,

intercalando um dia entre cada uma delas. Foram realizadas 12 repeticoes.

Fonte: propria.

Figura 2. Esquema do experimento 2, na qual os circulos correspondem as gaiolas utilizadas.

3.2.3 Anaéalises estatisticas

Foi utilizado o teste de normalidade dos dados de Liliefors para testar a
normalidade dos grupos e escolher o teste estatistico utilizado posteriormente. Entéo,
para todos os tdpicos considerados, com o objetivo de se fazer comparacdo entre
grupos, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, método ndo-paramétrico utilizado para

comparar duas ou mais amostras independentes (SIEGEL, 1975).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Referente aos resultados do experimento um, de analise de oviposicao
noturna e diurna, pode-se observar na Tabela 1 os valores brutos das massas de ovos
pesadas em cada grupo do experimento 1 (a chave na tabela demonstra os cinco dias
e/ou as cinco noites em que o experimento foi realizado, sendo o conjunto de cinco
dias referente as medicGes de uma Unica repeticéo, totalizando 12 repeticdes, ou seja,
12 gaiolas utilizadas em cada caso). As médias das massas de ovos podem ser
observadas na Tabela 2, em que nota-se uma maior média no grupo 1 em relagédo a
média do grupo 2.

Tabela 1. NUumero de massa (em gramas) de oviposicdo de grada grupo de moscas por dia de

experimento.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Dial 0,389 0 0,216
Dia 2 0,279 0 0,127
Dia 3 0,025 0 0,033
Dia 4 0,016 0,258 0,271
Dia 5 0,012 0 0,034
Dial 0 0,016 0
Dia 2 0,059 0 0,031
Dia 3 0 0,045 0,033
Dia 4 0,337 0,062 0,032
Dia 5 0 0 0,021
Dial 0,025 0 0
Dia 2 0,192 0 0
Dia 3 0 0 0,016
Dia 4 0 0 0,031
Dia 5 0,033 0 0
Dial 0 0 0,033
Dia 2 0,075 0 0
Dia 3 0 0,017 0,024
Dia 4 0,044 0 0
Dia 5 0 0 0
Dia1l 0 0 0,074
Dia 2 0,051 0 0
Dia 3 0 0 0
Dia 4 0 0,021 0,023
Dia 5 0 0 0
Dia1l 0,069 0 0,011
Dia 2 0,038 0 0
Dia 3 0,037 0 0
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Dia 4 0 0 0
Dia 5 0 0,052 0
Dia1l 0,011 0 0,03
Dia 2 0,074 0,015 0
Dia 3 0 0 0
Dia 4 0 0 0
Dia 5 0 0 0
Dia1l 0,034 0 0
Dia 2 0,034 0,067 0,042
Dia 3 0 0 0
Dia 4 0 0 0
Dia 5 0,016 0 0,017
Dia 1 0,023 0 0
Dia 2 0 0 0
Dia 3 0 0 0,011
Dia 4 0,011 0 0,023
Dia 5 0 0 0
Dia 1 0,012 0 0
Dia 2 0 0 0
Dia 3 0 0,018 0,015
Dia 4 0,022 0 0
Dia 5 0,031 0 0,013
Dia 1 0,0283 0 0
Dia 2 0 0 0
Dia 3 0 0 0,064
Dia 4 0,029 0 0
Dia 5 0 0,012 0
Dia 1 0,08 0 0
Dia 2 0,037 0 0,154
Dia 3 0 0 0
Dia 4 0,068 0 0
Dia 5 0 0,032 0

Tabela 2. Médias aritméticas e desvio padrdo das massas de ovos dos 3 grupos estudados.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Média Aritmética 0,0365+0,0768 0,0103+0,0359 0,023+0,0506

E como pode-se observar, antes de qualquer analise estatistica dos
resultados obtidos, ocorre sim a oviposicdo noturna das fémeas analisadas,
respondendo a pergunta inicial do trabalho. A partir disso, foi possivel descobrir se a
presencga ou ndo de substrato de oviposi¢ao durante o dia influencia as oviposi¢oes
realizadas durante a noite e se a auséncia de substrato durante o dia influencia esse

processo de postura de ovos por parte das fémeas.
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Para isso, aléem da média aritmética utilizou-se um teste de normalidade
para saber qual teste de comparacgao estatistica deveria ser utilizado, paramétrico ou
ndo paramétrico. Para tanto foi realizado o teste de normalidade de Lifiefors, cujos
resultados podem ser observados na Tabela 3, na qual todos os grupos apresentaram
valores baixos de p, tendo a normalidade sido rejeitada em todos 0s grupos

analisados.

Tabela 3. Andlise estatistica do teste de normalidade de Lifiefors.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tamanho da amostra = 60 60 60
Desvio maximo = 0,3172 0,4124 0,3249
Valor critico (0.05) = 0,1144 0,1144 0,1144
Valor critico (0.01) = 0,1331 0,1331 0,1331
p(valor) <0.01 <0.01 <0.01

A partir da rejeicdo de normalidade de todos os grupos, foi utilizado o teste
de Kruskal Wallis, e com esse teste foi possivel analisar o quanto cada grupo difere

entre si com relacdo as massas de ovos depositadas (Tabela 4.)

Tabela 4. Quadro da analise estatistica do teste de Kruskal Wallis.

Comparagodes Student-Newman-Keuls Dif. Postos pvalor
Grupos (l1e?2)= 30,5667 0,0013
Grupos (1e3)= 11,2583 0,2366
Grupos (2e3) = 19,3083 0,0424

De acordo com a andlise estatistica, quando o valor de p € inferior a 0,05
significa que os grupos se distinguem entre si, jA quando o pvalor € superior a 0,05
significa que os grupos nao possuem diferenca significativa entre si. Sendo assim,
analisando os valores de p na Tabela 4, é possivel se chegar a conclusao de que o
Grupo 1 e o Grupo 3 nao tém diferencas significativas entre si, ou seja, 0 grupo que
tinha disponivel o substrato de oviposicdo durante o dia (1) ndo difere
significativamente do grupo que tinha disponivel o substrato de oviposicdo somente a
noite (3). Em contrapartida, o Grupo 2 é aquele que difere dos outros dois grupos, ou
seja, as moscas que tinham o substrato de oviposi¢édo disponivel de dia e de noite
ovipuseram uma quantidade maior de ovos durante o dia do que durante a noite, ja
qgue o Grupo 2 representa as massas de ovos obtidas durante a noite das moscas que

tinham o substrato de oviposic&o disponivel em ambos os periodos do dia. Em relacéo
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ao Grupo 3 (que se refere as massas de ovos obtidas durante a noite de moscas que
somente tinham o substrato de oviposicao disponivel nesse periodo), o Grupo 2
também possui diferenca significativa, o que indica que as moscas ovipdem uma
maior massa de ovos durante a noite (quando € oferecido a elas o substrato de
oviposicdo apenas nesse periodo) do que quando elas podiam ovipor tanto de dia
como a noite. Caso o substrato seja oferecido também de dia, a massa de ovos sera

maior durante o dia, como observado nos experimentos.

No experimento 2, de andlise noturna de busca ativa por substrato de
oviposicao, foram feitas 12 repeti¢cdes, durante 5 noites e neste segundo experimento
praticamente todos os resultados foram negativos, tornando ndo aplicavel nenhum
teste estatistico para andlise, pela falta de resultados positivos. Sendo assim, €
possivel afirmar que ndo houve locomocao significativa das fémeas pelo cano PVC
até as gaiolas, vazias ou com substrato de oviposi¢ao, e portanto, também néo foi
possivel obter resultado estatisticamente significativo para oviposi¢cdo no substrato
presente em uma das gaiolas. Nas 12 repeticbes analisadas por 5 dias cada, em
apenas dois dias foram observadas moscas nas gaiolas contendo substrato de
oviposicéo, sendo uma mosca em cada um dos dias, e nenhuma das duas moscas

realizou oviposi¢ao no substrato.

J4 havia sido observada oviposicdo noturna de C. megacephala em
experimentos realizados em campo, como é possivel observar no trabalho de Singh e
Barthi (2001), realizado na india, no qual iscas foram colocadas sob uma plataforma
isolada por adesivos (para impedir predacao de outros animais); nesse trabalho, além
de ovos de C. megacephala, também foram obtidos ovos de Calliphora vicina e
Chrysomya rufiacies. Também foram catalogadas oviposi¢cdes noturnas de C.
megacephala nos trabalhos de Byrd (1998) e Williams (2017), todos em condi¢des de

campo ao ar livre e sem condi¢des controladas.

Outros trabalhos registraram atividade noturna e oviposi¢do de outras
moscas da familia Calliphoridae, como o caso de Amendt (2008), que obteve
oviposicado noturna em duas ocasifes em situacdo de completa escuridédo (as duas
com fémeas da espécie Lucilia sericata, que ovipuseram em gaiolas de plastico a 25
°C sob condi¢cbes controladas de laboratorio. Neste mesmo trabalho, também foi
observada uma fémea da mesma espécie ovipondo em uma isca logo apds o nascer

do sol, as 6h da manha.
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No caso do trabalho de George (2012), ndo foi obtido nenhum dado de
atividade de oviposicao noturna de nenhuma espécie em campo, mas em laboratorio,
quando foram colocadas iscas dentro de gaiolas; o resultado foi positivo para a
atividade de oviposi¢ao, sugerindo que as moscas somente colonizaram restos
mortais quando eles estao dispostos a uma curta distancia de sua localizacao primaria
de descanso ou quando as moscas podem caminhar facilmente até o local onde se
encontra o substrato de oviposi¢cao, guiadas provavelmente por sistemas olfativos.
Também pode-se citar o trabalho de Greenberg (2012), no qual trés espécies de
grande importancia forense (Calliphora vicina, Phaenicia sericata e Phormia regina)
ovipuseram nas horas mais escuras da noite, embaixo de arbustos e também sob a

luz artificial de um beco, considerando entdo oviposi¢cdo apenas em campo.

Sendo assim, € possivel criar um paralelo de alguns destes resultados
obtidos por outros autores com os deste presente trabalho, uma vez que durante toda
a realizacdo do primeiro experimento em que foram colocadas iscas de oviposigéo
dentro das gaiolas, foi obtido resultado positivo para a oviposicdo em todos 0s grupos
analisados, mostrando assim que a espécie analisada ovipde a noite, se comportando

de forma semelhante a alguns trabalhos citados anteriormente.

Porém, no segundo experimento, no qual as gaiolas foram separadas por
canos de um metro de comprimento, praticamente ndo foi detectada nenhuma
movimentagcao nos canos por parte das moscas, tanto movimentacdo de caminhada
quanto para a atividade de oviposicdo, sugerindo uma baixa metabdlica desses
dipteros no escuro ou talvez uma falha na percepcdo do odor dos substratos de

oviposicéo colocados a essa distancia e oferecidos as moscas.

Por muito tempo, considerou-se que as moscas Calliphoridae séao inativas
a noite e, portanto, um individuo morto durante esse periodo da noite somente seria
colonizado pelos dipteros ao amanhecer, e isso pode acarretar uma grande
discrepancia entre o valor dado pelo calculo do IPM e o tempo exato da morte (até
12h de diferenga) (NUORTEVA, 1977). Sabe-se que as moscas-varejeiras usam
sinais visuais e olfativos de forma combinada ao se aproximarem de um possivel local
de oviposicdo (AAK, et al., 2011). Porém, na escuriddo completa prevalecerdo os
sentidos olfativos dos dipteros, ja que 0s sinais visuais nao serdo de grande relevancia
nesse ambiente sem luz, como demonstrado nas pesquisas feitas por Wooldridge e

colaboradores (2007), que também demonstraram que além das moscas utilizarem
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mais o olfato na auséncia de luz, elas seriam incapazes de voar, mantendo assim uma
movimentacdo de caminhada. Por este motivo, cadaveres encontrados ao chao
seriam mais susceptiveis a colonizacao noturna do que aqueles suspensos por algum
tipo de plataforma sobre o ch&o; no entanto, essa afirmacao nao foi confirmada pelos
experimentos realizados por Singh e Bharti (2001), nos quais foi positivo o resultado

para oviposi¢cao noturna em iscas localizadas acima do solo.

Devido as adaptacBes desses insetos em relacdo a falta de luz no
ambiente, € mais provavel que eles colonizem os substratos de oviposi¢cdo quando
estes se encontrem a uma curta distancia de sua localizacéo inicial ap6s o comeco do
periodo noturno, pela facilidade de caminhada até o local e também pela facilidade de
deteccdo do substrato por vias olfativas, ja que a visdo € prejudicada com a falta de
luz (BUCHNER, 1979). Experimentos realizados por Baldridge (2006) em campo,
demonstraram que as moscas podiam encontrar o cadaver durante o dia, se
estabelecer nele e ovipor durante a noite, fazendo desnecesséria nesse caso uma

busca ativa pelo substrato, tanto por caminhada quanto por voo.

No primeiro experimento deste trabalho foi possivel observar que as
moscas apenas ovipuseram em situacdes na qual o substrato de oviposicao foi
colocado dentro da gaiola onde elas ja se encontravam, facilitando assim o encontro
do substrato e a posterior oviposicdo. Porém, no segundo experimento ndo houve
busca ativa (significativa estatisticamente) pelo substrato de oviposicéo, e, portanto,

também ndo houve oviposigao.

E também de grande importancia salientar que a temperatura pode ter
grande influéncia no comportamento noturno de moscas Calliphoridae, tanto no
comportamento de busca por substratos de oviposicdo quanto pelo comportamento
de postura de seus ovos. Varias espécies de moscas se mostraram incapazes de voar
em ambientes sem luz abaixo de 15 °C e algumas espécies, como Chrysomya
albiceps, se mostraram incapazes de voar abaixo dos 21 °C (WILLIAMS, 2002;
RICHARDS; 2009).

Porém, houve experimentos realizados em campo, como o de Williams, em
2017, em que foram gravadas em videos moscas voando a noite em temperaturas
acima de 20 °C e em laboratério, foi possivel o registro de moscas caminhando até a

isca e ovipondo mesmo com temperaturas abaixo de 20 °C, com as iscas localizadas
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dentro das gaiolas. Experimentos também demonstraram um aumento na
probabilidade de oviposicdo de acordo com o aumento da temperatura, subindo de
11-33% na faixa dos 20 °C para 45-50% na faixa dos 25-27 °C (WILLIAMS, 2017).
Segundo experimentos realizados por Barnes (2015), a ovipostura de moscas
Calliphoridae foi realizada durante o dia até o limite de 17 °C e nao foram obtidos
dados de ovipostura noturna, visto que a noite a temperatura no local variava entre 1
°C e 16 °C, refletindo em uma baixa no metabolismo nas moscas e influenciando
diretamente em seu comportamento. Nos experimentos realizados neste trabalho, a
temperatura sempre esteve controlada em torno dos 25 °C e os resultados para a
oviposicado foram positivos tanto sob luz do dia quanto sob escuriddo total com as
iscas dentro da gaiola, ndo demandando busca ativa, como observado nos resultados

referentes ao experimento 1.

Também é de extrema importancia a analise dos ciclos circadianos dessas
moscas, ou seja, dos ritmos de atividade noturna e de sono. Ja foi comprovado que
as moscas possuem ciclo circadiano definido e esse sono pode ser interrompido assim
como o sono dos mamiferos (HENDRICKS, 2000). O fato das moscas possuirem
ciclos circadianos definidos pode ser um empecilho para a realizacdo de oviposicéo
noturna com ou sem busca ativa pelo substrato de oviposicdo; no entanto, esses
ritmos podem sofrer modificagbes com a existéncia de luz artificial em ambientes
urbanos ou por meio de mutacdes genéticas (WILLIAMS, 2017). Porém, no presente
trabalho foi observado que as moscas ovipuseram sob completa auséncia de luz como
evidenciado nos resultados referentes ao primeiro experimento, no qual as iscas foram
colocadas dentro das gaiolas. No entanto, no mesmo experimento foi relatado que as
moscas que possuiam a possibilidade de ovipor durante o dia e também durante a
noite, ovipuseram maiores massas de ovos durante o dia; jA as moscas que somente
tinham a opcdo de ovipor a noite, ovipuseram uma quantidade de ovos
estatisticamente semelhante as massas de ovos obtidas durante o dia das moscas
que possuiam o substrato de oviposicdo em ambos os periodos do dia, sugerindo que
o ciclo circadiano desses dipteros é alterado para a realizacdo de oviposi¢do noturna
apenas quando ndo h& a possibilidade de oviposi¢do diurna e quando o substrato

também é oferecido durante a noite.
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5. CONCLUSOES

e Observou-se que pode ocorrer oviposi¢do durante a noite na espécie estudada
e portanto, isso deve ser levado em conta no célculo do intervalo pés-morte,
uma vez que a determinacao deste intervalo € baseada nos espécimes mais
antigos encontrados no local (e estes podendo ser provenientes de oviposicao
noturna pode haver uma diferenca de até 12 horas na estimativa do IPM, sendo
essa diferenca crucial para a resolucao de crimes).

e H& maiores probabilidades das moscas colocarem ovos no periodo noturno se
0 substrato de oviposi¢do se encontrar em um lugar de facil acesso a partir de
caminhadas e com curta distancia do ambiente inicial do repouso ap6s o por
do sol, ajudando assim no calculo de um IPM mais preciso e
conseqguentemente na resolucéo de crimes, levando em conta o ambiente em
que o cadaver foi encontrado e as condi¢des do local antes da morte, com a
possivel presenca desses dipteros antes ou depois da morte.

e S&0 necessarios mais experimentos na area a fim de esclarecer outros pontos
da histéria natural desses dipteros para que, se torne ainda mais acurado o
calculo do IPM e mais abrangente o conhecimento do comportamento dessas
moscas e suas consequéncias na aplicacdo da Entomologia Forense em casos

reais.
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