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RESUMO

Os insetos holometabolos sdo aqueles que sofrem metamorfose completa, ou
seja, possuem uma fase de pupa. Eles representam cerca de 80 % da diversidade de
insetos no mundo. A fase de pupa ndao ocorre nos individuos ametabolos e
hemimetabolos que sdo, respectivamente, aqueles onde ndo ocorre metamorfose ou &
onde a metamorfose ¢ parcial. A fase de pupa ¢ associada a uma maior vantagem na
utilizagdo do recurso alimentar e de habitat, isso por que nos holometébolos cada fase
de vida ocupa um nicho diferente das demais fases. A pupa da mosca ¢ envolvida pelo
pupario que € uma estrutura rigida, onde ¢ geralmente formado pelo tegumento do
ultimo instar larval. O pupdrio apresenta caracteristicas especificas diferentes das
fases de larva e adulto. Dentro da pupa ¢ possivel distinguir pelo menos quatro
eventos continuos, eles sdo chamados de: 1) apolise larva-pupa, i1) pupa criptocefalica,
1i1) pupa fanerocefalica e iv) adulto farado. Nos insetos os ciclos de muda da larva, a
formagdo e o desenvolvimento da pupa sdo regulados pelo sistema endocrino. No
processo de sinalizacdo para dar inicio a fase de pupa dois genes se destacam o Br e o
E93, fundamentais nos processos de pupariacdo e pupacdo. O objetivo desse trabalho
foi descrever o processo de metamorfose para seis espécies de Diptera e avaliar a
expressdo quantitativa de genes responsaveis por esse processo (Br e E93). Além de
analisar a morfologia dos puparios e avaliar seu potencial uso em chaves de
identificacdo e estudos filogenéticos. Para isso, seis espécies de moscas foram
coletadas, identificadas e criadas em laboratorio; o desenvolvimento intra-pupario foi
avaliado por meio de fixacdo de pupas em intervalos regulares de tempo; as analises
morfologicas foram realizadas com auxilio das microscopias de luz, de forga atomica
e de varredura; os genes Br e E93 foram usados como marcadores temporais da idade
da pupa por meio da PCR quantitativa. Os puparios apresentaram caracteristicas, ultra
e nanoestruturais diferentes entre as espécies analisadas; o desenvolvimento intra-
pupario possui sete etapas definidas e espécies distintas responderam de forma
diferente a mesma temperatura; a quantificacao dos genes Br e E93 permitiu associar
sua presenca a idade da pupa, € em que etapa do desenvolvimento eles sdo mais
expressivos.

PALAVRAS-CHAVE: Entomologia Forense, Holometabolos, Moscas, Nanoestrutura, Pupa.
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ABSTRACT

Holometébolos insects are those that undergo complete metamorphosis that is
they have a pupal phase. They account for about 80% of the diversity of insects in the
world. The pupa phase does not occur in the ametdbolos and hemimetabolos
individuals that are, respectively, those where metamorphosis does not occur or where
metamorphosis is partial. The pupae stage is associated with a greater advantage in
the use of the food and habitat resources, because in the holometabolos each phase of
life occupies a niche different from the other phases. The pupa of the fly is surrounded
by the puparium that is a rigid structure, where it is usually formed by integument of
the last larval instar. The Puparium presents specific characteristics different from the
phases of larva and adult. Inside the pupa it is possible to distinguish at least four
continuous events, they are entitled: (1) larva-pupal apolysis, (i1) cryptocephalic pupa,
(i11) phanerocephalic pupae and (iv) adult pharate. In insects the larval moulting
cycles, the formation and development of the pupa are regulated by the endocrine
system. In the signalling process to initiate the pupal phase two genes stand out Br
and E93 they are fundamental in the process of pupariation and pupation. The
objective of this work was to describe the metamorphosis process for six species of
Diptera and to estimate the quantitative expression of genes responsible for this
process (Br and E93). Also to analysed the morphology of the puparia and to evaluate
their potential use in identification keys and phylogenetic studies. Was studied six
species of flies: were collected, identified and created in the laboratory; intra-puparial
development was studied by fixing pupae at regular intervals of time; the
morphological analyses were performed with the support of light microscopy, atomic
force microscopy and scanning electron microscopy; the genes Br and E93 were used
as temporal markers of pupal age by means of quantitative PCR. The puparia
presented characteristics ultra and nanostructural different among the analysed
species; intra-puparial development has seven defined stages and distinct species
responded differently to the same stimulus; the quantification of the Br and E93 genes
allowed to associate their presence with the age of the pupa, and at what stage of
development they are more expressive.

KEY-WORDS: Flies, Forensic Entomology, Holometabolos, Nanostructure, Pupa.
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INTRODUCAO GERAL

Metamorfose nos Insetos

Insetos e outros artropodes desenvolveram diferentes estratégias para chegar a
fase adulta. O tipo ou o processo de desenvolvimento, de cada espécie, foi organizado
em trés grupos principais: 1) o primeiro grupo, o dos ametabolos (Apterygota), ndo
sofrem metamorfose, ou seja, a fase jovem ndo difere, de forma acentuada, da
morfologia externa da fase adulta; II) o segundo grupo, o dos hemimetdbolos
(Exopterygota), passam por metamorfose incompleta - a fase jovem se difere da fase
adulta por ndo apresentar asas funcionais e pelo desenvolvimento incompleto dos
orgdos sexuais; III) o terceiro grupo, o dos holometabolos (Endopterygota), representa
a maioria dos insetos em diversidade no mundo (Kristensen, 1991). E ¢ formado pelas
quatro maiores ordens de insetos: Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera ¢ Diptera.
Todos passam por metamorfose completa, ou seja, hd presenca de pupa (Grimaldi &
Engel, 2005; Costa et al., 2006). A distingdo entre as fases de vida desse grupo
permitiu que larvas e adultos explorassem habitats e alimentos distintos, o que reduz a
competi¢ao pelo mesmo recurso (Truman & Riddiford, 1999, 2002).

Metamorfose ¢ uma palavra de origem grega que quer dizer transformacao
ueta. (meta = mudar) + popen (morfo = forma) = uectoudppwaoigc (metamorphosis),

mudanca de forma (Watts, 1997). A metamorfose surgiu nos insetos ha cerca de 300
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milhdes de anos (Kukalova-Peck, 1991). E pode ser caracterizada por ser um processo
de proliferacdo celular, reorganizacdo e modelagem de tecidos e pela migracdo e
morte programada de algumas células (White ef al., 1999; Zehner et al., 2009).

Nos holometébolos, a mudanga completa de forma permitiu, com o auxilio de
mecanismos endocrinologicos, varias modificacdes e adaptacdes que levaram ao
surgimento de varias espécies (Hinton, 1963; Sehnal et al., 1996). A “pupa é o
principal carater dos Holometdbolos sendo para eles um estdgio sui generis” (Costa,
1984). E um grupo de insetos monofilético, que possuem como caracteristica
principal a metamorfose completa, a presenca da pupa (Costa, 1984).

Assim, a fase impar desse grupo ¢ a fase de pupa. Ela ocorre apds o
desenvolvimento embriondrio e ¢ uma fase intermediaria entre as fases de larva e do
adulto (Fraenkel & Bhaskaran, 1973; Denlinger & Zdarek, 1994; Barros-Cordeiro, et
al., 2016; Kanti-Sinha & Mahato, 2016; Fukutomi et al., 2017; Salazar-Souza et al.,
2018). A pupa é marcada por um processo que pode ser divido em trés etapas
principais: histolise, histogénesis e diferenciacdo (Agrel & Lundquis, 1973; Barros-
Cordeiro, et al., 2016; Salazar-Souza et al., 2018), que é de fato o desenvolvimento
intra-pupario, ou seja, ocorre dentro do pupario (estrutura que envolve a pupa).

A pupa possui caracteristicas proprias, cuja origem e funcao ainda nao foram
bem esclarecidas. Todavia, duas teorias se destacam: 1) a primeira diz que nao existe
“homologia” entre a fase de ninfa e a fase de larva, sendo a larva uma versao
prematura do desenvolvimento embriondrio, e que, a pupa corresponderia a um instar
da ninfa (Truman & Riddiford, 1999); ii) a segunda diz que a fase de larva ¢
equivalente a fase de ninfa e que a pupa corresponderia ao ultimo instar ninfal
(Hinton, 1958; 1963; Sehnal et al, 1996).

Embora a teoria mais utilizada refira-se a equivaléncia entre a fase de larva e a
fase de ninfa, estudos com foco em embriologia e endocrinologia de insetos (Truman
& Riddiford, 1999) apontaram que a teoria de Berlese (1913), parece ser a mais
provavel. Segundo ele, as larvas seriam embrides precoces € a pupa equivaleria a
soma dos instares ninfais dos Exopterygota (Costa, 1984; Truman & Riddiford, 1999).

Nos insetos os ciclos de muda e a formagdo da pupa e adulto sdo regulados
pelo sistema enddcrino. Durante o processo de desenvolvimento larvas e ninfas

requerem a acao de hormonios para passar da fase jovem para a fase adulta, destacam-
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se 0 hormonio juvenil (JH) e a ecdisona (Imms, 1957; Novak, 1975; Costa ef al.,

2008).

Terminologia adotada para as etapas do desenvolvimento

O processo que da origem ao adulto ¢ a pupacdo, e ela corresponde a trés
etapas sequenciais chamadas de: i) pupa criptocefilica: ¢ o “marco” do
desenvolvimento e ocorre apos a apolise larva-pupa (histolise), nessa etapa a pupa ndo
possui forma; ii) pupa fanerocefalica (histogénesis): é o processo onde se observa a
extroversao da capsula cefalica e dos apéndices toracicos - pernas e asas; e iii) adulto
farado (maturagdo e diferenciacdo): corresponde a maior parte do tempo da fase de

pupa, essa etapa possui desde seu inicio a forma “bésica” do adulto, e no final do

desenvolvimento o Imago/adulto formado (Figura 1) (Fraenkel & Bhaskaran, 1973;

Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012; Barros-Cordeiro ef al., 2016).

e
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Figura 1. Esquema do desenvolvimento intra-pupario em Diptera. (A) Pupario; (B) pupa
criptocefélica; (C) pupa fanerocefilica; (A-G) adulto farado de olhos compostos (D)
transparente-omatideo menos desenvolvido, (E) amarelo, (F) rosa e (G) vermelho-omatideo
mais desenvolvido.
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As moscas em um contexto geral

Diptera pertence ao grupo dos insetos holometdbolos e ¢ a quarta ordem em
diversidade de insetos no mundo, com cerca de 160.000 espécies descritas, um em
cada 10 animais descritos ¢ uma mosca (Pape, 2011). Desse total, 31.000 espécies sao
encontradas na regido Neotropical (Amorim et al., 2002; Amorim, 2009). As moscas
sdo tdo numerosas quanto diversas podendo ser encontradas em varios habitats e se
alimentarem de uma grande variedade de recursos (Skevington & Dang, 2002).

A maioria das moscas sdo sarcosaprofagos, ou seja, podem se alimentar de
uma grande variedade de substratos em decomposicao (Teskey, 1976; Skevington &
Dang, 2002). Por causa, do seu habito alimentar, muitas espécies de moscas podem
ser encontradas em fezes, depositos de lixo urbano, fossas sépticas e carcacas de
animais em decomposicao (Greenberg, 1971; Queiroz & Carvalho, 1987).

Embora possam apresentar um comportamento alimentar generalista, muitas
espécies de varias familias, como Calliphoridae e Sarcophagidae, sdo essencialmente
necrofagos e estdo entre os principais insetos associados a decomposi¢do de carcacas,
sendo os responsaveis por desarticular e consumir grande parte da sua biomassa
(Greenberg & Kunich, 2002; Skevington & Dang, 2002; Bernhardt ez al., 2016).

Devido ao seu comportamento alimentar, Diptera desperta interesse para
diferentes areas do conhecimento, como:

1) para o controle bioldgico de pragas, que busca encontrar solu¢des para
reduzir e ou eliminar o uso indiscriminado de inseticidas e a incidéncia de insetos que
trazem prejuizos econdmicos (Skevington & Dang, 2002).

i) para a saude publica por serem vetores mecanicos de patdogenos como a
Giardia, Echerichia coli e Staphylococcus aureus (Greenberg, 1973; Maldonado &
Centeno, 2003). Além disso, algumas espécies podem causar miiases, que sdo lesdes
provocadas pela acdo de larvas histiéfagas, popularmente conhecidas por “bicheiras”
(Zumpt, 1965; Greenberg, 1973; Guimardes & Papavero, 1999, Maldonado &
Centeno, 2003). Ao se alimentarem do tecido vivo ou morto de animais vivos,
instalando um quadro de miiase, os califorideos ganham importancia para a medicina
veterinaria e para a economia, visto que essas lesdes acometem tanto o homem como
animais domésticos e selvagens. Esse tipo de lesdo, possibilita a instalagdo de
infecgdes causadas por outros agentes patoldgicos e que podem vir a causar danos
irreparaveis no couro dos animais, nas producdes de leite e carne (Zumpt, 1965;

Greenberg, 1973; Guimaraes & Papavero, 1999; Maldonado & Centeno, 2003).

17



i) para a ciéncia forense: devido a necessidade de se alimentarem de
substratos ricos em proteina animal e por permanecerem nele por mais de uma
geracdo e estagio de decomposi¢do, as moscas possibilitam uma estimativa de
intervalo de morte em casos de crimes contra a pessoa (Catts & Goff, 1992;
Greenberg & Kunich, 2002; Pujol- Luz et al., 2006, 2008; Barros-Cordeiro, et al.,
2014, 2016).

Calliphoridae, Sarcophagidae, Phoridae, Muscidae, Stratiomyidae e Faniidae
sao comumente documentados como: as moscas que mais frequentemente estdo
associadas a cadaveres humanos; e que chegam nos estagios iniciais da decomposi¢ao
(Wells & Sperling 2001; Dadour ef al. 2001; Oliveira-Costa, 2013; Sanit et al., 2017;
Silva et al., 2018).

Embora seja extremamente importante reconhecer a espécie encontrada no
cadaver, a sua identificagdo com base em dados morfologica nos estagios imaturos &,
na maioria das vezes, impossivel por falta de informacdo sobre a espécie (Wells &
Stevens, 2008; Oliveira-Costa, 2013; Silva et al., 2018; Zajac et al., 2018). Por isso,
muitos peritos forense e pesquisadores optam por manter a criagdo do (s) espécime (s)
em laboratorio até que alcancem a fase adulta, fase em que ¢ mais facil a sua
identificacdo (Amendt et al. 2004; Oliveira-Costa, 2013). Todavia, em muitos casos a
identificacdo rapida da espécie encontrada no cadaver ¢ fundamental para uma
investigacdo judicial, ndo havendo tempo habil para sua criacdo até a fase adulta
(Litjens et al. 2001; Schroeder ef al. 2003; Zajac et al., 2018).

A identificacdo das espécies na fase de pupa ¢ uma tarefa dificil por serem
muito semelhantes morfologicamente e pela falta de informacdo detalhada sobre o
pupario. Informagdes existentes sobre a morfologia, para a maioria das moscas sao
poucas e estdo concentradas no terceiro instar larval (e.g. Greenberg & Sziska, 1984;

Florez & Wolft, 2009; Sanit et al., 2017, Silva et al., 2018).

Desenvolvimento pos-embrinario em Diptera

Assim como ocorre nas fases de ovo e de larva, a fase de pupa sofre influéncia
da temperatura no tempo total de desenvolvimento. Temperaturas mais elevadas
tendem a acelerar o desenvolvimento e temperaturas mais baixas tendem a retardar o
final do desenvolvimento (Barros-Cordeiro & Pujol-Luz, 2010; Bernhardt et al.,
2016; Salazar-Souza et al., 2018). Além disso, a fase de pupa depende diretamente da

ingestdo calorica adquirida durante a fase de larva, que ¢ o principal periodo que o
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recurso alimentar pode ser limitante (Cunha-e-Silva & Milward-de-Azevedo, 1994;
Paes et al. 2001; Gomes & Von Zuben; 2004; Bernhardt ez al., 2016).

Para completar o ciclo de desenvolvimento e gerar adultos viaveis € necessario
que no processo de pupariagdo a larva de mosca tenha atingido um peso minimo, que
¢ singular para cada espécie (Cunha-e-Silva & Milward-de-Azevedo, 1994; Paes et al.
2001; Gomes & Von Zuben; 2004). O consumo baixo de calorias influencia no
desenvolvimento, pupas de baixo peso possuem desenvolvimento mais lento e
algumas vezes a pupa pode sofrer ‘aborto’; que ¢ a morte antes da emergéncia da
mosca adulta. Isso ocorre quando a energia necessaria para se completar a pupagao ¢
insuficiente (Paes et al. 2001; Gomes & Von Zuben; 2004; Bernhardt et al., 2016;
Salazar-Souza ef al., 2018).
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JUSTIFICATIVA

Pupas e puparios sdo objetos de estudo em diversas areas da ciéncia, por
exemplo, na evolucdo sdo usados para esclarecer questdes filogenéticas e
taxondmicas. E embora sejam fonte de pesquisa e importantes para areas como: a
economia ¢ a medico-veterindria, pouco se sabe sobre o processo de formacao da
pupa e de metamorfose.

A identificagdo rapida e precisa da espécie de mosca, principalmente nas fases
imaturas, pode auxiliar em questdes judiciais, como nos casos de morte violenta, onde
reconhecer a espécie e identificar sua idade pode contribuir para fornecer uma
estimativa de intervalo de morte (IPM).

Ademais, a utilizagdo das microscopias de alta resolugdo tem sido,
ultimamente, uma importante ferramenta nas descri¢des morfologicas de moscas.
Com o auxilio da microscopia de forga atomica, de varredura e de luz ¢ possivel
descrever o processo de pupariacdo e pupacdo para espécies de mosca; além de
fornecer dados sobre a ultra e a nanoestrutura dos puparios.

J& as analises moleculares permitem investigar padroes genéticos, marcadores
moleculares e temporais, ¢ sao fonte de diferentes tipos de estudos e aplicacdo. A
utilizagdo da PCR quantitativa ¢ uma potencial ferramenta para identificar marcadores
genéticos que indiquem a idade da pupa, ou seja, em que etapa do desenvolvimento

intra-pupario a mosca esta.

20



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

» Observar e descrever o processo puparia¢ao e a morfologia do pupario para 15
espécies de moscas. Observar e analisar o processo de pupagdo para seis
espécies de Diptera, e avaliar a expressdo quantitativa de genes responsaveis

pela metamorfose para uma espécie de mosca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar a ultraestrutura de 15 espécies de Diptera; e observar e descrever,
para cinco delas, o processo de pupariagdo e a nanoestrutura dos puparios.
Avaliar seu potencial uso em chaves de identificagdo filogenética.

» Avaliar e descrever as etapas do desenvolvimento intra-pupario para seis
espécies, sendo uma de cada familia: Stratiomyidae, Phoridae, Piophilidae,
Muscidae, Fannidae e Calliphoridae.

» Analisar a expressdao do gene Broad, E93, Usp e Ptth em diferentes momentos
do desenvolvimento intra-pupario e avaliar se seus perfis de expressao podem

ser preditivos da idade da pupa de Drosophila melanogaster.
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ESQUEMAS E ORGANIZACAO

As espécies de cada familia foram selecionadas de acordo com: maior
distancia filogenética, possivel; facilidade de coleta do adulto ou imaturo; e
possibilidade de criacdo em laboratorio.

As espécies selecionadas foram: Simulidae; Culicidae [Adedes aegypti
(Linnaeus, 1762)]; Stratiomyidae [Hermetia illucens (Fabricius, 1775)]; Phoridae
[Megaselia scalaris (Loew, 1866)]; Syrphidae [Ornidia obesa (Fabricius, 1775)];
Tephritidae [Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830)]; Piophilidae [Piophila casei
(Linnaeus, 1758)]; Sepsidae [Archisepsis discolor (Bigot, 1857)]; Drosophilidae
[Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)]; Fanniidae [Fannia pusio (Wiedemann,
1830)]; Muscidae [Musca domestica (Linnaeus, 1758)]; Calliphoridae [Chrysomyia
megacephala (Fabricius, 1794) e Lucilia eximia (Wiedemann, 1819)]; Sarcophagidae
[Peckia trivittata (Curran, 1927)]; Cuterebridae [(Metacuterebra apicalis (Guérin,
1829)].

Simulidae
Nematocera </

Culicidae

Stratiomyidae

Diptera
Phoridae
Aschiza <
Brachycers Syrphidae
Piophilidae
Cyclorrhapha Acaliptratae <
Tephritidae
Drosophilidae
Schyzophara Spesidae
Fanniidae
Calyptratae Muscidae
Calliphoridae
Sarcophagidae

Cuterebridae
Figura 2. Anagrama representando as familias envolvidas nos capitulos da tese. Em azul as
amostras das espécies foram obtidas da Colecdo Entomoldgica do Departamento de Zoologia
da Universidade de Brasilia e em verde as espécies que foram coletadas e criadas em

laboratdrio. Anagrama elaborado com referéncia no Pape (2011).
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Pupas e Puparios
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Figura 3. Anagrama sobre a organizacdo da tese e os temas abordados em cada capitulo.
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Figura 4. Esquema para as microscopias utilizadas na tese. Legenda: MEV, microscopia
eletronica de varredura; MFA, microscopia de for¢a atdmica; ML, microscopia de luz.
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MATERIAL E METODOS GERAIS: COLETA E CRIACAO

Os insetos possuem uma relagdo muito diversa com os outros seres vivos. Eles
podem trazer maleficios, como aqueles que causam o parasitismo, os que sdao vetores
de doengas e as pragas agricolas, mas também podem trazer beneficios, como os que
participam da polinizacdo e do processo de decomposi¢ao (Skevington & Dang, 2002;
Grimaldi & Engel, 2005). As moscas possuem dentre os insetos uma posi¢do de
destaque, a cada 10 animais descritos no mundo, um ¢ uma mosca (Wiegmann &
Yates, 2007). Diptera € um grupo abundante com representantes em diversos habitats
(Skevington & Dang, 2002)

As moscas apresentam habito alimentar diverso, e por isso, possuem
importancia em varios setores: como o da economia por causarem doengas, em
plantas e animais, inclusive no homem, destacando-se ainda, como vetores de doencgas
tais como maldria, febre amarela e dengue (Greenberg, 1971). Algumas espécies da
ordem possuem relagdo ecoldgica muito proxima com o homem, seja ela obrigatoria
ou facultativa. Essa relacdo ¢ chamada de sinantrépia e estd associada com a
capacidade que estes insetos tem de se desenvolver usando como recursos as
condi¢des criadas pelo homem, como no acumulo de matéria organica (lixo) em area

urbana (Nuorteva, 1963, 1971; Ferreira, 1978).
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Essa relacao de proximidade com o homem ¢ favorecida pelo potencial de
dispersdo através do voo, pois, as moscas podem alcangar distancias entre 3,2 - 6,4
km desde o ponto de origem até encontrar seu alvo, que pode ser um recurso
alimentar (Mello et al. 2004). Assim, as técnicas de coleta em meio urbano permitem
a identificagdo das espécies que possuem relevancia por serem vetores € ou
causadores de doengas ao homem e a outros animais; a criagdo das espécies em
laboratério permite uma melhor compreensdo da sua biologia de desenvolvimento

além de fornecer material e dados que auxiliem no seu controle populacional.

MATERIAL E METODOS

1) Local de coleta: As coletas foram realizadas: i) na Fazenda Agua Limpa
(FAL) da Universidade de Brasilia (UnB) (15 56°54.89’S; 47 56°02.18”0); i1) na
Estacdo Experimental do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB (EEB); iii) no
campus Darcy Ribeiro (Fig. 5A); iv) e na Colonia Agricola Cana do Reino
(Taguatinga-DF) (S 15°46.841° W 048°01.914°).

1l) Armadilhas: Adultos selvagens foram coletado com armadilhas: 1) Van
Someren-Rydon (Fig. 5B); ii) coleta e emersdao (confeccionada com garrafas PET
cortadas na altura do afunilamento). Em cada garrafa foi adicionado terra do local de
coleta, trés centimetros; acima dele 40 gramas de isca e cobrindo a isca mais trés
centimetros de terra (Fig. 5C); e iii) coleta manual usando isca e potes para amostra
biologica. As armadilhas eram verificadas a cada dois dias. Foi utilizada um tipo de
armadilha por ponto de coleta.

11l) Iscas: Os individuos foram coletados com auxilio de iscas de matéria
organica de origem animal em decomposi¢do (48 horas), fezes de gado, frutas
(manga, goiaba e banana).

1V) Identificagdo: Os espécimes coletados foram triados e identificados com
auxilio de chaves dicotdmicas presentes em McAlpine ef al. (1981; 1987), Markou &
O’Grady (2006), Carvalho & Mello-Patiu (2008), Brown et al., (2010) e Carvalho et
al. (2012).

V) Manutengdo de adultos: Os adultos selvagens foram identificados e mantidos
em gaiolas de criacdo no laboratério (Fig. 5D-E). As gaiolas foram colocadas em
camara climatizada (BOD), regulada para 23 + 1,0°C, 60 £ 10% de Umidade Relativa
(UR) e 12 horas de fotoperiodo.
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VI) Dieta: Os insetos foram mantidos em gaiolas com mistura de agtcar, leite
em po, levedo de cerveja e dgua e reposicdo hidrica com algoddo embebido em agua
(Fig. SE).

VII) Obtengdo de ovos e larvas: Para cada espécie coletada e mantida em
gaiola no laboratorio foi oferecido em placas de Petri: 1) fezes de gado (previamente
coletado, separado em lotes de 100g, congelado para matar parasitas e posteriormente
descongelado para obtengdo de ovos e criagdo das larvas); ii) goiaba, manga e banana
maduras para obtencdo de ovos e criacdo das larvas; iii) proteina animal em
decomposi¢do (visceras ou musculo moido com 48 horas de exposi¢do a temperatura
ambiente) (Fig. 5F).

VIII) Obtengao de Hermetia illucens: Larvas dessa espécie (bord) sdo criadas e

comercializadas como iscas para pesca por uma comunidade do Distrito Federal
(Santos & Coimbra JR., 1984). A criacdo e comercializacao das larvas atende a uma
demanda constante de iscas por pescadores locais que frequentam o Lago Paranoa.
Em laboratério as larvas foram mantidas em potes com dieta de farelo de trigo,
umedecido com agua.

IX) Criagao/colonia: os ovos e larvas foram transferidos das placas de Petri
para potes de amostra biologica contendo a mesma dieta oferecida como estimulo a
oviposicao. Esses potes foram acondicionados em potes maiores contendo vermiculita
(substrato usado para pupariagdo) e fechados com tecido voil, preso por liga elastica.
Todos os potes foram identificados e mantidos sob condigdes controladas na BOD,

regulada para 23 = 1,0°C, 60 + 10% de UR e 12 horas de fotoperiodo (Figs. 5G-I).
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Figura 5. Coleta e criacdo de Diptera. (A) Local de coleta: campus Darcy Ribeiro; (B)
armadilha Van Somere-Rydon; (C) armadilha de garrafa pet; (D) gaiola para triagem e
criagdo de moscas adultas; (E) gaiola de criacdo com agua e dieta; (F) proteina animal para
estimulo a copula e oviposicdo; (G) pote contendo carne em decomposigdo, coberta por terra
para oviposicao (ovos—pontos brancos-seta) de Piophila casei; (H) pote menor com carne e
larvas de Megaselia scalaris e pote maior com vermiculita; (I) pote de criagdo fechado com
tecido voil. Abreviatura: P1, pote 1; P2, pote 2; V, vermiculita.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados para criagdo: 1) as espécies de diferentes grupos

taxondmicos, sempre que possivel; ii) as espécies que foram viaveis para a criacio e

manuten¢do de colonia em laboratorio (Tabela 1); 1ii) espécies que se alimentam de

diferentes substratos, como frutas, fezes e carne em decomposicao.

Tabela 1. Lista das espécies coletadas e criadas sob
condigdes controladas de laboratoério.

Familia Espécie
1 |Stratiomyidae |Hermetia illucens (Fabricius, 1775)
2 |Phoridae Megaselia scalaris (Loew 1866)
3 |Drosophilidae  |Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)
4 |Sepsidae Archisepsis discolor (Bigot, 1857)
5 [Piophilidae Piophila casei (Linnaeus, 1758)
6 |[Tephritidae Anastrepha fraterculus (Wiedeman, 1830)
7 |Faniidae Fannia pusio (Wiedeman, 1830)
8 [Muscidae Musca domestica (Linnaeus, 1758)
9 |Calliphoridae Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794)
10 |Sarcophagidae |Peckia trivittata (Curran, 1927)

H. illucens: ndo € possivel manter colonia dessa espécie em laboratorio, devido sua
necessidade de areas aberta para copula durante o voo. Como mencionado acima, a
comunidade que cria essa espécie, para fins lucrativos, mantém compostagem ativa
0 que viabiliza a oviposicdo e o desenvolvimento da fase larval.

M. scalaris: é uma espécie de facil obtengdo. E por ser uma mosca pequena, ela
entra nas gaiolas de criagdo de outras espécies e contamina o substrato. Suas larvas
se misturam as larvas da outra espécie. A fase de pupa de M. scalaris ndo requer
vermiculita para pupariagdo, pois, suas pupas se aderem a qualquer artefato
proximo do local onde estava o recurso alimentar.

D. melanogaster: ¢ uma espécie de facil criacdo e obtencao. Criada com banana,
apresentou tempo médio total de desenvolvimento de cinco dias.

A. discolor: espécie de facil obtencdo, mas dificil criacdo. Nao foi possivel
observar a postura dos ovos, pois, as fémeas depositaram os ovos nas fezes de
forma que ndo foi possivel localizar. Apds a eclosdo das larvas, as fezes foram
mantidas sempre Umidas para evitar o ressecamento e afetar o desenvolvimento

larval. Foram realizadas triagens semanais, no substrato de criacdo, a fim de
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observar o desenvolvimento e a quantidade de larvas e a presenca de pupas. As
pupas foram retiradas das fezes e colocadas em eppendorf, até a emergéncia da
mosca adulta. As fezes usadas em todo o experimento (como isca para coletar o
adulto e como estimulo a oviposi¢ao e desenvolvimento das larvas) eram oriundas
de lotes previamente congelados, para eliminar possiveis predadores e parasitas.

* P. casei: a dificuldade em se criar essa espécie ¢ devido os dois primeiros instares
larvais serem transparentes e as larvas de terceiro instar pularem cerca de 15 cm de
distancia do ponto inicial. Para o desenvolvimento das larvas € necessario que o
substrato proteico ndo esteja umido e fresco. Elas preferem a fase seca, final da
decomposicao.

* A. fraterculus: ¢ uma espécie praga de frutas e legumes. Foi coletada em uma
chacara onde havia pés de goiaba, mamao e pitanga. As frutas caidas no chao, que
apresentavam perfuragdes, foram coletadas e levadas para o laboratorio. Apds a
triagem, as frutas identificadas com larvas foram mantidas em potes de criacao.
Durante o processo de pupariagdo as larvas saiam das frutas e migravam para a
vermiculita, permanecendo nela até a emergéncia da mosca adulta.

* F. pusio: essa espécie tem preferéncia por iscas enterradas, ou seja, coberta por
terra. As larvas coletadas na armadilha de garrafa pet (Fig. 5C) foram triadas em
laboratério, mantidas em carne em decomposicdo e durante o processo de
pupariacdo elas migravam para a vermiculita. Os adultos que emergiram foram
mantidos em colonia. Para a manutencao da colonia e obtengdo de novas geragdes
foi oferecido em um pote de amostra bioldgica, carne em decomposicao coberta
com terra (Fig. 1G).

* M. domestica, C. megacephala e P. trivittata: possuem a mesma dindmica de
criagdo em laboratério e foram as espécies mais faceis de se obter e manter
colonia; todas foram criadas com carne em decomposicdo. Entretanto, M.
domestica possui alta mortalidade na fase larval, chegando a cerca de 80% de todas
as larvas que eclodiram dos ovos.

A coleta de insetos ¢ facil caso sejam usadas armadilha e isca correta para
captura da espécie desejada. Mas a manutencdo de colonias e geracdes em
laboratério € muitas vezes inviavel, devido a necessidade de muitos insetos
realizarem a copula durante o voo, para isso seria necessario ter um laboratério
com gaiolas enormes. Além disso, algumas espécies adultas necessitam de local e

alimento diverso do seu para realizar a copula e a postura de ovos ou larvas.
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CAPITULO 1: PROCESSO DE PUPARIACAO E PUPARIO

Todas as pupas em Diptera sdo envolvidas por uma estrutura ‘rigida’, o
pupario, que ¢ geralmente formado pelo tegumento do ultimo instar larval. O processo
que culmina na formagao desse ‘casulo’ ¢ chamado pupariacdo, e ¢ precedido de um
periodo onde as larvas obrigatoriamente se alimentam de uma grande quantidade de
substrato seguindo para um periodo onde a alimentacdo ¢ facultativa (Denlinger &
Zdarek, 1994). A pupariagio ocorre de modo lento e gradual, e apés o abandono da
dieta pela larva, o imaturo sofre alguma retracdo dos segmentos, seguido da
esclerotizacdo do tegumento.

Nos mosquitos, Nematocera, o pupdrio ¢ formado a partir de secre¢des de
substancias que esclerotizam o ultimo tegumento larval ou que possam envolver a
pupa (McAlpine et al., 1981; Zdarek & Denlinger, 1991; Costa et al., 2006). Nas
moscas Stratiomyomorpha (Brachycera), a pupa utiliza o ultimo tegumento larval
como abrigo, o pupario, que mantém quase todas as caracteristicas da larva inclusive,
em alguns casos, a quetotaxia anteriormente existente (Rozkosny, 1982; Barros-
Cordeiro et al., 2014). Em Cyclorrapha (Muscomorpha) o ultimo tegumento larval
passar por mudangas em sua estrutura para se transformar no pupario: os dois
primeiros segmentos (anteriores) sofrem invaginacdo em relacdo ao terceiro

segmento; o espirdculo posterior esclerotiza e torna-se ndo funcional; e o espirdculo
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anterior muda de forma e apresenta um corno respiratério (Fraenkel & Bhaskaram,
1973; McAlpine et al., 1981; Costa et al., 2006). Além disso, o espirdculo anterior da
pupa € protoracico e penetra o pupario no primeiro tergito abdominal (McAlpine &
Wood, 1989).

O pupario pode ser considerado uma estrutura transitoria, e por ser rigida,
confere prote¢do aos tecidos frageis da mosca adulta em formagdo, contra danos
fisicos e ou biologicos externos (Zdarek & Fraenkel 1972; Costa et al., 2006; Costa &
Ide, 2008). Em fun¢do dos diferentes ‘graus’ de quitinizagdo e esclerotizacdo, o
pupario ja foi usado como cardter taxondmico em relagdes filogenéticas. Alguns
parametros foram usados como carater morfologico como as paredes do pupdrio: se
sdo finas ou grossas, se ligeiramente ou muito pigmentadas (McAlpine & Wood,
1989). Ainda foram consideradas as linhas de clivagem do pupario, ou seja, aquelas
que “facilitam” a saida da mosca do casulo. Essas permitem classificar, de forma
simplificada, as pupas como obtecta ou coarctata, segundo a forma de saida do adulto
do pupario (McAlpine et al., 1981; Mcalpine & Wood, 1989; Costa et al., 2006).

Segundo Costa & Ide (2008), os puparios apresentam morfologia propria, que
ndo ¢ encontrada na larva ou no adulto e podem: 1) exibir diferenga no nimero de
espiraculos funcionais, quando em compara¢do com a larva, ii) apresentam tubérculos

e ou processos que facilitem a movimentagao e iii) espinhos.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras

As amostras foram obtidas de colonia pré-estabelecida em laboratorio (vide
capitulo coleta e criagdo — Pagina 24) e da Colecdo Entomoldgica do Departamento
de Zoologia da Universidade de Brasilia (CEDZoo-UnB).

Simulidae; Culicidae [Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)]; Stratiomyidae
[Hermetia illucens (Fabricius, 1775)]; Phoridae [Megaselia scalaris (Loew, 1866)];
Syrphidae [Ornidia obesa (Fabricius, 1775)]; Tephritidae [Anastrepha fraterculus
(Wiedemann, 1830)]; Piophilidae [Piophila casei (Linnaeus, 1758)]; Sepsidae
[Archisepsis discolor (Bigot, 1857)]; Drosophilidae [Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830)]; Fanniidae [Fannia pusio (Wiedemann, 1830)]; Muscidae [Musca
domestica (Linnaeus, 1758)]; Calliphoridae [Chrysomyia megacephala (Fabricius,

32



1794) e Lucilia eximia (Wiedemann, 1819)]; Sarcophagidae [Peckia trivittata
(Curran, 1927)]; Cuterebridae [(Metacuterebra apicalis (Guérin, 1829)].

O numero de espécies observadas e avaliadas no microscopio de varredura ou
de forga atomica varia de acordo com a viabilidade de cada experimento e

procedimento.

Pupariagdao
Foi observado o tempo e o processo de pupariagdo para seis espécies
de moscas: H. illucens, M. scalaris, P. casei, F. pusio, M. domestica ¢ C.

megacephala.

Espécies estudadas na Microscopia de Varredura

Simulidae; Ade. aegypti, H. illucens, M. scalaris, O. obesa, A. fraterculus, P.
casei, Archisepsis discolor.; D. melanogaster, F. pusio, M. domestica, C.
megacephala, L. eximia, P. trivittata, M. apicalis.

Os puparios foram montados em stubs, metalizadas com ouro e visualizadas

em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 7001 F.

Microscopia de For¢a Atomica

Foram estudadas cinco espécies de moscas: H. illucens, M. scalaris, A.
fraterculus, C. megacephala e P. trivittata. Para cada espécie foram analisados cinco
puparios (fragmento do sexto segmento, regido ventral, obtido apos a emergéncia da
mosca adulta e preservado em alcool 70%). Em cada fragmento de pupério foram
analisados cinco pontos.

A nanoestrutura dos pupdrios foi determinada por microscopia de forga
atomica (MFA) utilizando um microscopio SPM-9600 da Shimadzu Corporation. As
imagens; foram obtidas, com area de varredura de 10 x 10 pum. Para andlises
realizadas foram utilizados cantilevers de 200 pm de comprimento, integrados com
ponteiras piramidais de nitreto de silicio com constante de mola de ~0,15 N/m e raio
de curvatura de aproximadamente 20 nm (Olympus, Japao). A area maxima do
escaner utilizado ¢ de 125pum x125um x7 pm nas diregdes X, y € z,
respectivamente. As imagens foram obtidas em 512 x 512 linhas frequéncia de
varredura de 1 Hz, em diferentes posicdes na amostra, obtendo-se informagdes

topograficas.
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As imagens obtidas foram processadas utilizando o software SPM-9600 off-
line, por meio de um nivelamento no plano horizontal e por um nivelamento
automatico da superficie no plano bidimensional, seguidos por um ajuste de plano de
fundo no eixo x quando necessario. Para analise de superficies das amostras utilizou-
se a fungdo de andlise de superficie para determinar medidas sobre as varidveis de
nanorugosidade: Ra, rugosidade media; Rq, raiz quadratica da rugosidade média; Rz,
distdncia média entre os picos e os vales; e Rzjis, distincia média entre a linha média
e os 10 picos mais altos.

A espectroscopia de forga, analise mecanica, das amostras avaliou as forgas de
interacdo entre as superficies das amostras e a ponteira de nitreto de silicio do MFA.
Usando o modo contato com cantilever de 200 um de comprimento (constante de
mola de ~0,15 N/m e frequéncia de ressonancia de ~24 kHz), integrados com
ponteiras piramidais de nitreto de silicio (raio de curvatura de aproximadamente 20
nm). A frequéncia de aquisicdo utilizada foi de 1 Hz, amplitude de 20 V, sendo o
ponto inicial de 3V de amplitude.

As curvas de forca obtidas foram processadas utilizando o software SPIP
V.5.1.11 (Image Metrology, Dinamarca), com as seguintes condigdes para obtengao
dos parametros referentes as curvas de forga: temperatura de 23°C, ajuste da curva de
forca pela média entre as curvas de aproximagao e retragdo, ponto zero automatico e
curva de aproximacdo como linha de base. Foram obtidas cinco curvas de forca
conclusivas para cada amostra. Os parametros analisados foram: (snap in force)
atracdo entre a ponteira e a amostra; (max load force) dureza; (detatch force) adesao

entre a ponteira e a amostra; e (mddulo de Young) elasticidade da amostra.

Andlise estatistica

A nanoestrutura e as propriedades mecanicas dos puparios foram avaliadas por
meio da analise de varidncia Kruskal-Wallis, realizada no programa Statistica 7.1. As
médias foram comparadas pelo teste Tukey pareado, utilizando o SIgmaPlot 12. A
similaridade entre os pupdrios foi estabelecida por meio de uma analise de cluster

usando a distancia euclidiana, feita no programa estatistico PAST3.
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RESULTADOS

Pupariacao

Em H. illucens, o pupario ¢ o ultimo tegumento larval. A larva abandona a
dieta e comeca a vaguear pelo substrato (vermiculita) até se enterrar. Esse processo
durou de dois a 15 dias. O pupario preservou quase todas as caracteristicas
morfologicas da larva, principalmente preservando as cerdas. Os segmentos sofreram
pouca retragdo, os ultimos segmentos sofreram inclinagao em dire¢do a regido ventral
de = 45°. Os ocelos mudaram a coloragdo de vermelho para branco. A linha de
ruptura, T invertido, pode ser observada desde a formacdo do pupario e se manteve
evidente até a emergéncia da mosca (Figs. 1.1C e 1.2C1-C2).

Em M. scalaris, o pupario ¢ feito do ultimo tegumento larval. A larva, apos
abandonar a dieta, comeca a vaguear pela superficie em “busca” de um local para se
fixar, geralmente em arestas, processo que durou 15 horas. A larva secreta uma
substancia que a deixa aderida ao local desejado para sofrer metamorfose. O
tegumento larval sofre modificacdes, os segmentos iniciais sofrem pouca retracao ¢ a
dorsal fica “achatada”. A linha de clivagem em H pode ser observada desde a hora
trés da fase de pupa (Figs. 1.1D e 1.2D1-D2).

Em P. casei, o pupario € o ultimo tegumento larval. O primeiro segmento
sofre invaginacdo completa em relagdo ao segundo. E do segundo ao quarto
segmentos, sofre pouca retracdo. A larva ndo abandona a dieta, ela usa o substrato
alimentar, como local para a pupagdo. Durante a fase de larva ela faz tuneis na carne e
€sse processo resseca o substrato, o que permite sua utilizacdo como abrigo para a
pupa. A pupariacdo durou cerca de 12 horas e a linha de clivagem pdde ser vista
desde a hora 30 da fase de pupa (Figs. 1.1G e 1.2G1-G2).

Em F. pusio, o puparios ¢ formado pelo ultimo tegumento larval. A larva
abandona a dieta e comega a vaguear pelo substrato de pupariacdo (vermiculita), apos
cerca de nove horas, ela j4 se enterrou no substrato. A cuticula passa a ficar mais
rigida e pigmentada e sua motilidade ¢ reduzida até¢ a formacao da pupa, quando fica
imoével. Todo o processo durou 15 horas. A larva sofre pouca retracdo dos segmentos,
a regido ventral fica ligeiramente achatada. A linha de clivagem pode ser observada

desde a 33 hora da fase de pupa (Figs. 1.1J e 1.2J1-J2).
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M. domestica ¢ C. megacephala, possuem 0 mesmo comportamento e
caracteristicas no desenvolvimento, apos abandonarem a dieta, as larvas ficaram em
atividade sobre a vermiculita por algumas horas. Aos poucos elas comegam a se
enterrar no substrato e a reduzir sua motilidade. Durante esse processo ocorreu a
retracdo dos segmentos; o primeiro segmento sofre invaginagdo em relacdo ao
segundo segmento. A cuticula progressivamente ficou mais esclerotizada e
pigmentada (do castanho ao marrom escuro/preto). O espiraculo posterior entrou em
colapso e se fundiu parcialmente com o tubérculo anal. A pupa assumiu a forma de
um barril. O tempo minimo de duragdo desse processo foi de 12 horas para C.
megacephala e de 28 horas para M. domestica. A linha ecdisal de C. megacephala
pode ser observada com 15 horas e de 21 horas para M. domestica da fase de pupa

(Figs. 1.1K-L).

Os puparios

Assim como nas larvas, as pupas possuem caracteristicas diversas e estruturas
proprias da sua fase (Fig. 1.1A-L). Os puparios passam a ter entdo caracteres que
podem vir a ser usados em estudos taxonomicos e filogenéticos. Em Simulidae a larva
tece uma ceda e com grao de areia forma o seu pupario. Culicidae possui pupa movel
e € revestido por uma membrana, ja em Stratiomyidae o pupario ¢ o ultimo tegumento
larval. Em Cyclorrhapha ocorre a manutenc¢do do ultimo tegumento larval, ou seja, a

pele da larva ¢ adaptada e forma um casulo, o pupario (Figs. 1.1D-L).
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Figura 1.1. Microscopia eletronica de varredura dos puparios de Diptera e linhas de
clivagem. A (Simulidae), B (Culicidae), C (Stratiomyidae), D (Phoridae), E (Sepsidae), F
(Drosophilidae), G (Piophilidae), H (Syrphidae), I (Tephritidae), J (Fanniidae), K (Muscidae),
L (Calliphoridae). Setas: mostram a linha ecdisal (setas). Escalas: 100 um (A, B, D); 1 mm
(C,E,F,G,H,LJ,K,L).
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A analise nanoestrutural dos puparios revelou diferengas entre as espécies (Fig
1.2). Para a caracterizacdo morfoloégica, com relacdo a nanorrugosidade, foram usados
quatro parametros: Ra, rugosidade media; Rq, raiz quadratica da rugosidade média;
Rz, distancia média entre os picos e os vales; e Rzjis, distancia média entre a linha
média e os 10 picos mais altos. Houve diferengas significativas com base nesses
parametros (p < 0,01): Ra [Var2: KW-H (4;125) = 18,984; p = 0,0008]; Rz [Var2:
KW-H (4;125) = 18,5389; p = 0,0010]; Rzjis [Var2: KW-H (4;125) = 21,0236; p =
0,0003]; e Rq [Var2: KW-H (4;125) = 18,656; p = 0,0009]. A morfologia de
Sarcophagidae ¢ diferente significativamente de Stratiomyidae e Phoridae segundo
todos os parametros avaliados e ¢ diferente de Calliphoridae em relacdo ao Ra e a
Tephritidae em relacao a Rz e Rzjis (Fig. 1.4).

As propriedades mecanicas dos puparios foram analisadas usando quatro
parametros que descrevem padrdes de: atracdo entre a ponteira e a amostra (snap in
force), dureza (max load force), adesdo entre a ponteira e a amostra (detatch force) e
elasticidade da amostra (modulo de Young). Exceto para dureza, os demais
parametros apresentaram diferencas significativas (p < 0,01): max load force [Var2:
KW-H (4;125) = 8,4362; p = 0,0768]; snap in force [Var2: KW-H (4;125) = 13,9603;
p = 0,0074]; detatch force [Var2: KW-H (4;125) = 35,2406; p = 0,0000004]; Young
mod. [Var2: KW-H (4;125) = 49,0006; p = 0,0000]. Calliphoridae ¢ diferente
significativamente de Stratiomyidae, Phoridae e Sarcophagidae com relagdo a adesao
e a Tephritidae com relacdo a adesdao e elasticidade. Sarcophagidae ¢ diferente
significativamente de Phoridae com relagdo a atragcdo e a Tephritidae com relagdo a
atracdo e elasticidade. Tephritidae ¢ diferente significativamente de Phoridae e
Stratiomyidae com relagdo a elasticidade (Fig. 1.5).

A caracterizacao topografica qualitativa apresentou diferengas para uma
mesma area (Fig. 1.2), a superficie dos pupdrios ndo possuem uma superficie
homogénea. Essa diferenca € significativamente evidente entre Phoridae, e as demais
espécies analisadas, que foi comprovado pelos parametros de rugosidade (Figs. 1.3 e

1.4).
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Figura 1.2. Microscopia eletrénica de varredura dos puparios de Diptera em detalhes da
superficie. Simulidae (Al) e em detalhes (A2); Culicidae (B1) e em detalhes (B2);
Stratiomyidae (C1) e em detalhes (C2); Phoridae (D1) e em detalhes (D2); Syrphidae (E1) e
em detalhes (E2); Tephritidae (F1) e em detalhes (F2); Piophilidae (G1) e em detalhes (G2);
Sepsidae (H1) e em detalhes (H2); Drosophilidae(I1) e em detalhes (12); Fanniidae (J1) e em
detalhes (J2); Muscidae (K1) e em detalhes (K2); Calliphoridae-Chrysomyia megacephala
(L1) e em detalhes (L2); Calliphoridae-Lucilia eximia (M1) e em detalhes (M2); Cuterebridae
(N1) e em detalhes (N2). Legenda: area selecionada em vermelho (quadrilatero) = 10 x 10
pm. Escalas: 10 pm (A1-2, B1-2, C1-2, E2, F2, G1-2, H1-2, 12, J1-2, K2, L2, M2, N2) 100
um (D1, E1, F1, 11, K1, L1, M1), 1 um (D2), 1 mm (N1).
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Figura 1.3. Ultraestrutura dos puparios de Diptera. Stratiomyidae (A) vista “macro” e em (B)
maior detalhe, com quadrilatero vermelho delimitando a area analisada pelo MFA = 10 x 10
um; Phoridae (C) vista “macro” e em (D) maior detalhe, com quadrilatero vermelho
delimitando a area analisada pelo MFA =~ 10 x 10 um; Tephritidae (E) vista “macro” ¢ em (F)
maior detalhe, com quadrilatero vermelho delimitando a area analisada pelo MFA = 10 x 10
um; Calliphoridae (G) vista “macro” e em (H) maior detalhe, com quadrilatero vermelho
delimitando a area analisada pelo MFA = 10 x 10 pm; Sarcophagidae (I) vista “macro” e em
(J) maior detalhe, com quadrilatero vermelho delimitando a area analisada pelo MFA = 10 x
10 pm. Abreviaturas: MEV, microscopia eletronica de varredura; MFA, microscopia de forca
atomica; 2D bidimensional; 3D tridimensional.
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Figura 1.4. Nanorrugosidade da superficie dos puparios de Diptera, obtida por meio de
microscopia de forca atomica. Os histogramas estdo representados como a média + erro
padrao da média. (A) Rq, raiz quadrada da rugosidade média; (B) Rzjis, distancia entre a
linha média e os 10 picos mais altos; (C) Ra, rugosidade média; (D) Rz, distdncia média entre

picos ¢ vales.
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Figura 1.5. Parametros de espectroscopia de forca, propriedades mecénicas, da superficie dos
puparios de Diptera, obtida por meio de microscopia de forca atdmica. Os histogramas estdo
representados como a média + erro padrao da média. (A) Modulo de Young (Young modulus),
elasticidade da amostra; (B) Max load, dureza da amostra; (C) Snap inn, atra¢do entre a
amostra e a ponteira; (D) Detach force, adesdo entre a amostra e a ponteira.

Os dendrogramas propostos refletem a similaridade fenética entre os
individuos estudados, com base nos parametros analisados pelo MFA (Figs. 1.6 e
1.7). Os resultados nao necessariamente refletem a ancestralidade comum, usamos
como metodologia de classificagdo a taxonomia numérica (distancia euclidiana).

As informacdes obtidas por meio da MFA sdo potenciais caracteres que
podem vir a ser usados para diagndstico do tdxon como informacao adicional a

taxonomia classica e podem vir a remodelar a historia de vida do inseto.
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Figura 1.6. Dendrogramas: apresentam a relagdo fenética entre as espécies de Diptera,
usando parametros de espectroscopia de forca, propriedades mecanicas, da superficie dos
puparios. (A) Modulo de Young (Young modulus), elasticidade da amostra; (B) Max load,
dureza da amostra; (C) Snap inn, atracdo entre a amostra e a ponteira; (D) Detach force,
adesdo entre a amostra e a ponteira. Escalas: A, Pascal (Pa); B-D, Nanonewton (nN).
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fenética entre as espécies de Diptera,
usando a nanorrugosidade da superficie dos puparios de Diptera, obtida por meio de
microscopia de forga atomica. (A) Rzjis, distancia entre a linha média e os 10 picos mais
altos; (B) Ra, rugosidade média; (C) Rz, distancia média entre picos e vales; (D) Rq, raiz
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DISCUSSAO

Pupariagao

O processo de pupariacdo das seis espécies estudadas ocorreu de modo
semelhante ao que se ja foi observado em outras espécies de Diptera, como:
Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819), Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830),
Lucilia sericata (Meigen, 1826), Cochliomya macellaria (Fabricius, 1775), Lucilia
cuprina (Wiedemann, 1830), Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy, 1830), M.
domestica, Sarcophaga (Neobellieria) bulata (Parker, 1916), D. melanogaster,
Drosophila guttifera, Oestrus ovis (Linnaeus, 1758), H. illucens, (Fraenkel &
Bhaskaran, 1973; Denlinger & Zdarek, 1994; Cepeda-Palacios & Sholl, 2000; Pujol-
Luz & Barros-Cordeiro, 2012; Brow et al., 2015; Cepeda-Palacios et al., 2015;
Ramos-Pastrana et al., 2015; Barros-Cordeiro, et al., 2016; Kanti-Sinha & Mahato

2016; Fukutomi et al., 2017; Salazar-Souza et al., 2018).

Puparios

A diversidade na forma das larvas de Diptera ndo esta restrita a essa fase, os
puparios sdo tdo diversos quanto elas. Eles apresentam caracteristicas proprias, que
ndo sdo encontradas nas larvas ou nos adultos, como a presenca de espinhos e
tubérculos (Costa & Ide, 2008).

A diversidade de formas dos puparios permite a identificagdo do tdxon a nivel
de familia na maioria das vezes (Sukontason et al., 2007). Podemos citar como
exemplo, os puparios de Stratiomyidae que preservam quase todas as caracteristicas
das larvas de sexto instar e ainda sdo usados como fonte de estudo taxondmico na
identificagdo da espécie (e.g. Pujol-Luz & Pujol-Luz, 2014; Pujol ef al., 2016). Os
sirfideos apresentam pupdrios mais ou menos globoso e o espiraculo respiratdrio
posterior pronunciado, assemelha-se ao formato de um binoculo (Fig. 1.1H)
(Mcalpine & Wood, 1989). Os forideos, além de se aderirem a superficie, possuem
um pupario que em corte transversal se assemelha a um trapézio invertido, onde a
base seria o lado menor.

Em Schyzophora a maioria das familias possuem puparios em forma de barril,
ou seja, sofrem retragdo em quase todos os segmentos e principalmente sofre

invaginagao dos dois primeiros segmentos cefalicos. E embora os ultimos segmentos
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abdominais sofram retracdo, os espiraculos nao sejam mais funcionais e estejam mais
quitinizados, eles preservam a morfologia anterior a esse processo, ou seja, a
morfologia da larva.

Algumas caracteristicas dos puparios ja foram wusadas como carater
taxondmico para agrupar Aschyza (e.g. Phoridae e Syrphidae) e Schyzophora (e.g
Piophilidae e Muscidae). Essas caracteristicas sdo: puparios com ou sem linha de
clivagem dorsal (ruptura). As linhas de clivagem s3o geralmente em forma de H, na
regido anterior da pupa e nesse estudo estao presentes desde o inicio da fase de pupa.
Segundo Mcalpine & Wood (1989), a linha de clivagem dorsal sé ¢ observada em
Aschyza. Além destas estruturas morfologicas remanescentes das larvas como a
distribuicdo dos espinhos ao longo dos segmentos, a morfologia do espiraculo
respiratorio posterior € o esqueleto cefalofaringeo da larva, podem auxiliar na
identificacdo dos pupdrios, em situacdes onde nao ¢ possivel identificar a mosca
adulta.

Todas as estruturas que surgem nos pupdrios e pupas como as linhas de
clivagem, espiraculos e espinhos possibilitam fazer um registro temporal, ou seja,
quando surgem permitem identificar quanto tempo e em qual etapa do
desenvolvimento a pupa estd. Além disso, essas estruturas em conjunto, auxiliam na
identificacdo do tdxon de modo célere. Essa rapidez ¢ essencial, principalmente, nos
casos em que os insetos se tornam instrumentos, material de custodia, em questdes
judiciais, por exemplo, para realizar estimativas de intervalo de morte minimo (IPM).

Os pupario de Muscomorpha preservaram caracteristicas remanescentes das
larvas, como o esqueleto cefalofaringeo e o espiraculo respiratério posterior. Essas
estruturas ja foram usadas em chaves de identificagdo para Calliphoridae (Greenberg
& Szyska, 1984; Whitworth, 2003). Essas estruturas e outras proprias da fase de pupa,
como a projecdo do espiraculo respiratdrio, sao pouco exploradas na elaboragdo de
estudos taxondmicos e de identificacdo, como a chave dicotdmica proposta por
Sukontason et al. (2007), para puparios de espécies de diferentes familias. As analises
dos cornos respiratorios no MEV de M. domestica, O. obesa e M, scalaris revelaram
padrdes individuais na distribuicdo das estruturas que sugerem ser fendas
respiratorias. Respectivamente, na primeira espécie, as ‘fendas’ estdo distribuidas
aleatoriamente e concentradas no apice do corno; na segunda espécie, as fendas estdo
posicionadas em linhas verticais e ocupam toda a metade superior; na terceira espécie,

as ‘fendas’ formam uma linha em espiral do 4pice do corno até a sua metade.
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Os resultados obtidos com auxilio do MFA se mostraram promissores para
estudos em nanoescala da diversidade dos puparios. Nenhum estudo anterior havia
sido realizado com essa ferramenta. Essa nova abordagem pode ser usada em diversos
tipos de estudo, inclusive sua aplicacdo como modelo e fonte de novo material para a
nanoengenharia.

De acordo com pardmetros analisados pelo MFA, o quesito dureza ndo obteve
uma diferenca significativa entre as amostras. Esse parametro pode ter outro resultado
se for analisado um segmento diferente do selecionado, pois os puparios de
Stratiomyidae sao mais rigidos que o de outras familias, eles possuem além da quitina
cristais de carbonato de cdlcio impregnados na cuticula. Esse resultado pode estar
relacionado a estrutura, ao segmento, selecionado para aquisicdo da analise
(anteriormente selecionado e padronizado para todas as espécies estudadas). O sexto
segmento ventral dos estratiomideos possuem na regido central uma estrutura
chamada de mancha esternal, que ¢ uma regido diferenciada de toda a larva e pupa,
possui fungdo desconhecida e aparenta ser menos rigida que o proprio pupario. A
analise de outra regido pode auxiliar a esclarecer esse questionamento.

Entre os anagramas propostos varias inferéncias de proximidade foram feitas
com base nos parametros analisados pelo MFA, mas s6 dois deles se aproximam da
realidade filogenética de Diptera: distdncia média entre picos e vales (Rz) e na
elasticidade (Modulo de Young). A elasticidade das amostras foi a andlise cujo
dendrograma apresenta uma relacdo de similaridade mais proxima ao que ¢ proposto
filogeneticamente para Diptera, por exemplo, no Manual de Diptera Neartica (e.g.
Mcalpine & Wood, 1989). A elasticidade das amostras ¢ muito usada em estudos de
nanomateriais e geralmente caracteriza os materiais de forma a distingui-los, ou seja,
¢ uma constate (e.g. Barbosa & Silva, 2011; Silva & Rech, 2013; Khomchu &
Malakul, 2017). Por isso, o modulo de Young e os demais parametros mecanicos e
estruturais sdo analises de potencial uso e aplicacdo em estudos auxiliares para
inferéncias taxonomicas e filogenéticas.

Além do Modulo de Young, os pardmetros Rz e Rzjis permitem fazer outras
inferéncias com relagdo a similaridade das espécies. Pode-se observar que Tephritidae
e Stratiomyidae estdo mais proximos entre si do que as demais familias. Talvez essa
relacdo seja um reflexo do comportamento alimentar dessas espécies. Entre as cinco,
A. fraterculos ¢ a Ginica com comportamento alimentar endofago (fitéfago) (Teskey,

1976, Skevington & Dang, 2002) e H. illucens se alimenta do substrato da
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decomposic¢do realizada por bactérias (Teskey, 1976; Skevington & Dang, 2002), para
isso, ela possui aparelho bucal diferente das demais ¢ semelhante a uma escova,
enquanto que as outras trata-se de uma foice. Stratiomyidae ¢ um grupo de habito
alimentar sapréfago, mas ¢ essencialmente copréfago e necréfago. Calliphoridae e
Phoridae sdo preferencialmente necrofagos, embora possam se alimentar de uma
grande variedade de substratos (Skevington & Dang, 2002).

Embora o quesito dureza tenha tido resultado diverso da expectativa inicial e
ndo tenha sido significativo, os graficos refletem a mesma relacdo filogenética
proposta pelo Manual de Diptera Neartica (Mcalpine & Wood, 1989), que exceto para
Stratiomyidae, todos os pupdrios sdo descritos com paredes finas e levemente
pigmentados. As analises sugerem que Phoridae, Tephritidae, Calliphoridae e
Sarcophagidae sdo, nessa ordem, do mais duro para o mais maledvel. Em nossas
observagoes, nessa mesma ordem os puparios sao pigmentados do mais claro para o
mais escuro, o que também pode ser inferido com base no anagrama da dureza.

Apesar da contribui¢do dos anagramas, com relacdo as caracteristicas
estruturais e mecanicas, sejam pequenas a sua aplicagdo sistematica € promissora para
diversos tipos de estudos e aplicagdo dos resultados na elaboragdo de chaves de

identificacao.
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CAPITULO 2 : DESENVOLVIMENTO INTRA-PUPARIO

Pupacdo em insetos holometdbolos ¢ o processo de desenvolvimento que
ocorre dentro do pupdrio, por isso é chamado de desenvolvimento intra-pupdrio
(Denlinger & Zdarek, 1994; Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012; Barros-Cordeiro et
al., 2016). Como o proprio nome sugere, ocorre na fase de pupa, que ¢ a fase
intermediéria entre as fases de larva e de adulto. E a etapa onde a mudanca de forma
ocorre de modo mais radical e abrupta de todo o desenvolvimento do inseto (Fraenkel
& Bhaskaran, 1973; Denlinger & Zdarek, 1994).

Este processo corresponde a trés etapas sequenciais chamadas de: i) pupa
criptocefalica: inicio do desenvolvimento intra-pupario e ocorre apds a apolise larva-
pupa (histolise), nessa etapa a pupa nao possui forma; ii) pupa fanerocefalica
(histogénesis): ¢ o processo onde se observa a extroversdao da capsula cefalica e das
estruturas toracicas - pernas e asas; € ii1) adulto farado (maturagdo e diferenciagdo):
corresponde a maior parte do tempo da fase de pupa, essa etapa possui desde seu
inicio a forma “bésica” do adulto, e no final do desenvolvimento o Imago/adulto
formado (Fraenkel & Bhaskaran, 1973; Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012; Barros-
Cordeiro et al., 2016; Salazar-Souza et al., 2018).

Diptera

Diptera ¢ o quarto grupo megadiverso e a diversidade de Diptera ¢ tdo ampla e
numerosa que se pode encontrar moscas em varios habitats e se alimentando de uma
grande variedade de recursos (Skevington & Dang, 2002). Mesmo possuindo um
nimero expressivo de representantes, pode-se dizer que pouco se sabe sobre a fase de

pupa, para a maioria de suas familias. Atualmente, grande parte dos estudos sobre
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pupas de moscas estdo concentrados nas familias Calliphoridae, Drosophilidae e
Sarcophagidae (e.g. Fraenkel & Bhaskaran, 1973; Pujol-Luz & Barros-Cordeiro,
2012; Fukutomi et al., 2017; Salazar-Souza et al., 2018).

As moscas constituem um dos mais importantes grupos de insetos (Amorim et
al., 2002, 2009; Skevington & Dang, 2002). A maioria dos dipteros sao
sarcosaprofagos e por promoverem principalmente, a manutencdo da ciclagem de
nutrientes, possuem alta relevancia para o meio ambiente. Ademais, podem ser
parasitas, parasitoides, predadoras e polinizadoras (Teskey, 1976; Skevington &
Dang, 2002).

Assim, o objetivo desse estudo ¢ descrever a cronologia do desenvolvimento
intra-pupdrio e os eventos que resultam na formagdo do adulto, para: Hermetia
illucens (Linnaeus, 1758), Megaselia scalaris (Loew, 1966), Piophila casei
(Linnaeus, 1758), Fannia pusio (Wiedemann, 1830), Musca domestica (Linnaeus
1758) e Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794). E dessa forma, apresentar
resultados que possibilitem auxiliar e fornecer subsidios para maiores esclarecimentos

sobre a fase de pupa em Diptera.

MATERIAL E METODOS

Coleta e criagdo

Descrita no capitulo de coleta e criagdo (Pagina 24).

Todas as espécies foram criadas sob condigdes controladas de temperatura, luz
e umidade em camara climatizada (BOD), regulada para 27 = 1.0°C, 60 + 10% UR,
12 h de fotoperiodo (H. illucens e C. megacephala) e 23 = 1.0°C, 60 = 10% UR, 12h

de fotoperiodo (M. scalaris, P. casei, F. pusio e M. domestica).

Fixagdo para andlise do desenvolvimento em Microscopia de Luz

Foi observado para todas as espécies o processo de formagdo da pupa (vide
capitulo 1: processo de pupariagdo e pupdrio — Pagina 31) e a hora zero (inicio da fase
de pupa: ocorre quando termina o processo de pupariagao).

Amostras de cada espécie (exceto H. illucens) foram fixadas, sendo 10 pupas a
cada intervalo de trés horas, nas primeiras 48 horas e posteriormente 10 pupas a cada
intervalo de seis horas, até¢ a primeira emergéncia da mosca adulta. Foram fixadas

cinco pupas de H. illucens a cada intervalo de trés horas, nas primeiras 48 horas, e
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posteriormente cinco pupas a cada intervalo de 16 horas, até a primeira emergéncia da
mosca adulta (o intervalo maior de fixacdo ¢ o nimero menor de amostras foi
estabelecido por ser uma espécie de dificil criacdo, vide capitulo 1: coleta e criagdo -
Pagina 29).

Todas as pupas foram fixadas e mantidas em solugdo de Carnoy por 48 horas,
depois colocadas em solugdo de 4cido férmico a 5% por 48 horas. Apds esse tempo,
as pupas foram retiradas da solu¢do de acido formico e mantidas em alcool 70%.
Depois das etapas de fixacdo as pupas foram dissecadas, observadas e registrada a
fase do desenvolvimento; utilizando estereomicroscopio Leica M 205C.

Foram fixadas 125 pupas de H. illucens, 500 pupas de M. scalaris, 400 pupas
de P. casei, 410 pupas de F. pusio, 410 pupas de M. domestica e 250 pupas de C.

megacephala.

Microscopia Eletronica de Varredura

Amostras de pupas nas diferentes etapas do desenvolvimento (pupa
criptocefalica, pupa fanerocefélica e farados de olhos transparentes, amarelos, rosa e
vermelho) foram fixadas em solu¢do de Carnoy por 48 horas, depois mantidas em
alcool 70% e pos-fixadas em tetroxido de 6smio por uma hora; lavadas em agua
destilada; desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%), cinco minutos em cada concentracdo; levadas ao processo de secagem
ao ponto critico com CO,; montadas em stubs e metalizadas com ouro; visualizagao

em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 7001 F.

RESULTADOS
Todas as espécies (H. illucens, M. scalaris, P. casei, F. pusio, M. domestica e
C. megacephala) apresentaram as quatro fases fundamentais do desenvolvimento
intra-pupdrio: apolise larva-pupa, pupa criptocefalica, pupa fanerocefélica e adulto
farado (Figs. 2.1-2.3, 2.7). Sob as condig¢des estabelecidas, o tempo minimo para o
desenvolvimento intra-pupario foi de: 252 h para M. scalaris, 192 h para H. illucens,

P. casei, F. pusio, e M. domestica € 96 para C. megacephala (Tab. 2.1).

Apdlise Larva-pupa
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A separagdo entre a cuticula nova, da pupa, e a cuticula do pupario foi
semelhante para todas as espécies. Iniciou na parte média da pupa e seguiu para as
extremidades e da regido ventral para a dorsal. Nas extremidades, permaneceu um
pouco mais aderida por causa do: esqueleto cefalofaringeo na regido cefalica e da
traqueia, espiraculo posterior e do intestino (anus) na regido posterior. H. illucens
apresenta além das caracteristicas acima, um espago interno na por¢do anterior do
pupario, os dois primeiros segmentos ficam vazios, ou seja, a pupa nao ocupa o
espago interno desses segmentos. Isso por que a pupa sofre uma retragdo em relagao
ao pupario, que ¢ diferente das outras espécies conforme descrito anteriormente (vide
capitulo 1: processo de pupariacdo e pupario — Pagina 31 ).

O tempo minimo para que se complete o processo de apolise foi de: trés horas
para F. pusio e C. megacephala, seis horas para H. illucens, 12 horas para M.

domestica e P. casei e 15 horas para M. scalaris (Tabs. 2.1, 2.2 ¢ 2.3).

Pupa criptocefalica

Inicia-se logo apo6s a apodlise completa. O pupdrio solto se torna mais
pigmentado e esclerotizado. A mandibula e a maxila se desprendem do restante do
esqueleto cefalofaringeo e ficam aderidas ao pupdario. A pupa, nesse momento, possui
forma indefinida e fica envolvida por uma fina membrana (Figs. 2.1, 2.2 e 2.3). Essa
etapa durou no minimo: trés horas para H. illucens e C. megacephala, nove horas para
F. pusio e M. domestica, 12 horas para M. scalaris e 21 horas P. casei (Tabs. 2.1, 2.2
e 2.3).

Pupa fanerocefalica

Corresponde ao processo de evaginagdo da capsula cefalica e dos apéndices
toracicos. Formagdo da cabecga, térax e abdomen. Esse processo durou no minimo:
trés horas para P. casei, M. domestica e C. megacephala, seis horas para F. pusio, 12

horas para H. illucens e 21 horas para M. scalaris (Tabs. 2.1,2.2 ¢ 2.3).

Adulto farado

E a etapa mais longa do desenvolvimento pupal, proporcionalmente
corresponde a mais de 50% do tempo total da fase de pupa (Tabs. 2.1, 2.2 ¢ 2.3) (Fig.
2.10). Em todas as espécies, exceto H. illucens, o par de espiraculos protoracicos

formam uma projecao lateral, em forma de uma trompa cilindrica, que se liga ao
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pupario (Figs. 2.3C-E, 2.4B-C). Em H. illucens, essa projecao lateral ocorre no
primeiro segmento toracico e do segundo ao sétimo segmento abdominal, mas no
sexto e sétimo segmento o formato de corno respiratorio € de coroa (Fig. 2.9). O apice
do corno respiratorio em P. casei, M. domestica, F. pusio e C. megacephala sdo
semelhantes, sugerem a presenca de varias fendas (Figs. 2.4B-C). M. scalaris as
fendas formam uma sequéncia helicoidal no terg¢o superior do corno. (Fig. 2.3E).

A maturagdo e a diferenciacdo que ocorre nessa etapa ¢ sequencial. Existem
algumas caracteristicas que permitem registrar o tempo, de acordo com o
desenvolvimento e a pigmentagdo dos omatideos dos olhos compostos (OC) (Figs.
2.5, 2.6, 2.8). A pigmentacdo dos olhos compostos pode variar de acordo com a
espécies. Essa pigmentacdo estd relacionada diretamente com o grau de
desenvolvimento dos olhos compostos e do farado. Além disso, € possivel observar o
surgimento e pigmentagao de pelos, cerdas e do desenvolvimento e pigmentagao das
asas, nervuras, pernas ¢ de espinhos, quando houver (Figs. 2.1, 2.2, 2.7). Embora o
desenvolvimento seja semelhante, todas as espécies apresentaram caracteristicas
individuais que permitem a sua identificacdo ainda dentro do pupario. O inicio de
cada etapa e o tempo de desenvolvimento minimo, em horas, pode ser visto na tabela
2.1.

1) O adulto farado de H. illucens apresentou como caracteristicas na etapa de:
oc transparentes — cabeca, térax e abdomen definidos, sem definicdo dos
olhos compostos, aparelho bucal e antena. Oc rosa — € possivel identificar o
halter e as pernas estdo bem definidas. Oc vermelho — asas parcialmente
membranosas; pelos e cerdas pouco pigmentadas. Oc marrom — observa-se a
segmentacdo da antena e as estruturas do aparelho bucal; asas membranosas,
com venagdo presente e pigmentada; coxas e pernas pigmentadas (Figs. 2.7,
2.8).

i1) O adulto farado de M. scalaris apresentou como caracteristicas na etapa de:
oc transparente — o inicio da inser¢do do corno respiratdrio no orificio pré-
existente no pupario, em dire¢do ao meio externo; cabega, torax e abdomen
pouco definidos. Oc amarelo — olhos bem marcados e pigmentados; inicio da
formagdo e pigmentacgdo de pelos, cerdas e pernas; halter visivel; nessa etapa
¢ possivel fazer a separagao entre macho e fémea; manchas verticais do torax

visiveis. Oc rosa — asas parcialmente membranosas; manchas transversais do
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iii)

Vi)

abdomen visiveis. Oc vermelho — asas membranosas; cerdas, pelos e pernas
muito pigmentadas (Figs. 2.2C-E).

O adulto farado de P. casei apresentou como caracteristicas na etapa de: oc
transparente — pouca defini¢do entre cabeca, torax e abdomen. Oc amarelo —
estruturas bem definidas do aparelho bucal e olhos; pelos e cerdas pouco
pigmentados; ¢ possivel observar a mancha do esclerito occipital definida e
muito pigmentada; pode-se separar macho e fémea; o edeago se desenvolve
externamente ao abdomen, dando-lhe volta na sua porcao final (Figs. 2.1H-
I). Oc vermelho — quetotaxia completa e muito pigmentada, assim como as
antenas e as pernas; asas membranosas (Figs. 2.1, 2.3A-B, 2.5).

O adulto farado de F. pusio apresentou como caracteristicas na etapa de: oc
transparente — cabeca, torax e abdomen, pouco definidos. Oc amarelo — olhos
delimitados e por isso € possivel fazer a sexagem em olhos dicopticos
machos e holopticos fémeas; pelos e cerdas pigmentadas; as cerdas do torax
e do abdomen se destacam, muito desenvolvidas; inicio da pigmentagdo das
manchas do téorax e das intersegmentares do abdomen. Oc rosa — asas
parcialmente membranosas; quetotaxia e espinhos, que auxiliam na
identificacdo da espécie, muito desenvolvidos e pigmentados. Oc vermelho —
adulto formado, pitilineo desenvolvido e inflado (Figs. 2.3F-H).

O adulto farado de M. domestica apresentou como caracteristicas na etapa
de: oc transparente — cabeca, térax e abdomen pouco definidos. Oc amarelo —
olhos compostos, aparelho bucal, antena e arista desenvolvidos; inicio da
pigmentacdo de pelos e cerdas. Oc rosa — quetotaxia completa; asa
membranosa, com venacdo visivel e pigmentada; manchas do térax e
abdomen pigmentadas. Oc vermelho - adulto formado, pitilineo
desenvolvido e inflando (Fig. 2.2, 2.4).

O adulto farado de C. megacephala apresentou como caracteristicas na etapa
de: oc transparente — cabega, torax e abdomen pouco definidos. Oc amarelo —
¢ possivel fazer a identificacdo entre macho e fémea pela distancia dos olhos
compostos; nessa espécie o tamanho dos olhos compostos € o formato dos
omatideos também facilitam a sua identificacdo; inicio da formacao e
pigmentacdo das manchas transversais do abdomen. Oc rosa — asas

membranosas; quetotaxia desenvolvida e pigmentada; cerdas do meron e do
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katepisterno bem desenvolvidas. Oc vermelho — adulto formado, pitilineo

desenvolvido e inflando.
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Tabela 2.1. Tempo desenvolvimento intra-pupdario para seis espécies de Diptera, minimo em horas (h), para cada etapa do desenvolvimento.

Espécie Evento Tempo (h) Média + S.D. Variacao (h) n
Apolise larva-pupa 6 4,8 + 1,1 (00-12) 18
Pupa criptocefalica 3 15,3 + 1 (06-16) 12
Pupa fanerocefalica 12 14,3 + 2,1 (09-21) 9
Hermetia ~ Adulto farado (oc)
illucens Transparente 43 40,3 + 1,9 (21-28) 53
Amarelo 32 92 + 6,6 (64-128) 8
Rosa 48 139,3 + 7 (96-176) 10
Vermelho 48 171,7 + 4,7 (144-192) 15
Apdlise larva-pupa 15 10,7 + 8,5 (00-45) 75
Pupa criptocefalica 12 34,5 + 16,6 (15-90) 57
Pupa fanerocetalica 21 49,5 + 17,3 (27-102) 66
Megaselia  Adulto farado (oc)
scalaris Transparente 48 91,9 + 25,9 (48-156) 74
Amarelo 120 162,4 + 33,9 (96-216) 166
Rosa 12 226,3 + 6,2 (216-240) 33
Vermelho 24 2423 + 7,9 (228-252) 29

h, horas; S.D., desvio padrdo; n, nlimero de amostras; oc, olhos compostos.



Tabela 2.1 (continuag¢io). Tempo desenvolvimento intra-pupario para seis espécies de Diptera, minimo em horas (h), para cada etapa do desenvolvimento.

Espécie Evento Tempo (h) Média + S.D. Variacao (h) n
Apdlise larva-pupa 6 5,9 + 4,6 (00-18) 46
Pupa criptocefalica 21 20 + 5,9 (06-30) 44
Pupa fanerocefalica 3 30,3 + 2,2 (27-45) 9
Piophila Adulto farado (oc)
casei Transparente 18 40 + 5,6 (30-54) 59
Amarelo 108 101,5 + 29,9 (48-150) 172
Rosa 24 166,4 + 7,5 (156-180) 43
Vermelho 12 185,7 + 4,7 (180-192) 27
Apdlise larva-pupa 3 5,7 + 6,4 (00-24) 33
Pupa criptocefalica 9 14,8 + 8,7 (03-36) 33
Pupa fanerocetfalica 6 25,1 + 9,7 (12-45) 35
. . Adulto farado (oc)
Fannia pusio
Transparente 24 34,3 + 8,5 (18-48) 54
Amarelo 66 95,1 + 33,4 (42-174) 166
Rosa 54 145,8 + 18,3 (108-186) 46
Vermelho 30 180,8 + 8,6 (162-192) 43

h, horas; S.D., desvio padrdo; n, nimero de amostras; oc, olhos compostos.
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Tabela 2.1 (continuag¢io). Tempo desenvolvimento intra-pupario para seis espécies de Diptera, minimo em horas (h), para cada etapa do desenvolvimento.

Espécie Evento Tempo (h) Média + S.D. Variacao (h) n
Apdlise larva-pupa 12 7,5 + 6,7 (00-24) 62
Pupa criptocefalica 9 19,9 + 4 (12-27) 26
Pupa fanerocefalica 3 27,6 + 4,2 (21-36) 10
Musca Adulto farado (oc)
domestica Transparente 12 35,6 + 8,3 (24-60) 37
Amarelo 60 66,9 + 20,9 (36-102) 123
Rosa 24 112,7 + 5 (96-120) 28
Vermelho 72 155,3 + 20,7 (120-192) 124
Apdlise larva-pupa 3 2,9 + 3,4 (00-12) 23
Pupa criptocefalica 3 7,6 + 3,7 (03-15) 11
Pupa fanerocefalica 3 10,6 + 4,3 (06-21) 13
Chrysomya  Adulto farado (oc)
megacephala  Transparente 6 18 + 8 (09-36) 25
Amarelo 57 43,5 + 17,1 (15-84) 142
Rosa 12 81,8 + 6,3 (72-96) 16
Vermelho 12 91,8 + 4,3 (84-96) 20

h, horas; S.D., desvio padrdo; n, nimero de amostras; oc, olhos compostos.



Tabela 2.2. Tempo minimo, em horas, do desenvolvimento intra-pupario de seis espécies de Diptera e a sua porcentagem em relagdo ao tempo total
minimo do desenvolvimento na fase de pupa.

Hermetia Megaselia % Piophila y Fannia % Musca % Chrysomya %

Evento illucens ? scalaris casei pusio °  domestica ? megacephala
Apdlise larva-pupa 6 3,1 15 6,0 6 3,1 3 1,6 12 6,3 3 3,1
Pupa criptocefalica 3 1,6 12 4,8 21 10,9 9 4,7 9 4,7 3 3,1
Pupa fanerocefalica 12 6,3 21 8,3 3 1,6 6 3,1 3 1,6 3 3,1
Adulto farado (oc)

19
Transparente 43 22,4 48 0 18 94 24 125 12 6,3 6 6,3
Amarelo 47,
32 16,7 120 6 108 56,3 66 34,4 60 31,3 57 59,4
Rosa 48 25,0 12 4.8 24 12,5 54 28,1 24 12,5 12 12,5
Vermelho 48 25,0 24 9,5 12 6,3 30 15,6 72 37,5 12 12,5
Tempo total-horas 192 252 192 192 192 96

oc, olhos compostos
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Tabela 2.3. Comparacdo do tempo minimo, em horas, para cada evento do desenvolvimento intra-pupario.

Cochliomyia Lucilia Lucilia Musca domestica Sarcophaga
Evento macellaria cuprina Cuprina bullata
23.0£1.0°C 23.0£1.0°C 30°C 30°C 24°C
Apdlise larva-pupa 06 (5%) 06 (2.8%) 04 (2.8%) 09 (9.3%) 28 (8.6%)
Pupa criptocefalica 06 (5%) 09 (4.4%) 04 (2.8%) 07 (7.4%) 18 (5.6%)
Pupa fanerocefalica 03 (2.5%) 03 (1.4%) 08 (5.6%) 12 (12.5%) 26 (8%)
Adulto farado (oc)
Transparente 15(12.5%) 06 (2.8%)
0 0
ﬁ::relo ‘S E?g;‘g lfé 5226(%’) 128 (88.8%) 68 (70.8%) 252 (77.8%)
Vermelho 30 (25%) 36 (17.2%)
Tempo total 120 (100%) 210 (100%) 144 (100%) 96 (100%) 324 (100%)
A ) Barritt & Fraenkel & Fraenkel &
Referéncias Barros-Cordeiro et al. (2016) Birt (1971)  Bhaskaran (1973)  Bhaskaran (1973)
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Tabela 2.3 (continuagio). Comparacao do tempo minimo, em horas, para cada evento do desenvolvimento intra-pupario.

Evento Sarcophaga bullata Phormia regina Oestrus ovis Chrysomya albiceps
25°C 22°C 29°C 16 - 32°C 26.0+1.0°C
Apdlise larva-pupa 10 (3.7%) 09 (6.1%) 07 (7.8%) 18 (3.6%) 03 (3.4%)
Pupa criptocefalica 26 (9.7%) 14.5 (9.7%) 09 (10%) 30 (5.9%) 03 (3.4%)
Pupa fanerocefalica 12 (4.5%) 18.5 (12.4%) 09 (10%) 72 (14.3%) 03 (3.4%)
Adulto farado (oc)
Transparente - 10 (6.7%) 03 (3.3%) 48 (9.5%) 12 (13.3%)
Amarelo 96 (36.7%) 29 (19.5%) 10 (21.1%) 168 (33.4%) 39 (43.3%)
Rosa 48 (18.2%) 7 (4.7%) 05 (5.6%) 72 (14.3%) 06 (6.6%)
Vermelho 72 (27.2%) 61 (40.9%) 38 (42.2%) 96 (19%) 24 (26.6%)
Tempo total 264 (100%) 149 (100%) 90 (100%) 504 (100%) 90 (100%)
A Sivasubramanian & Cepeda-Palacios  Pujol-Luz & Barros-
Referéncias Biagi (1983) Greenberg (1991) & Seholl (2000) Cordeiro (2012)
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Figura 2.1. Imagens obtidas com microscopia de luz (estereomicroscopio). Sequéncia
morfologica do desenvolvimento intra-pupal de Piophila casei. A) Pupa criptocefalica, vista
ventral; B) Pupa fanerocefalica, vista ventral; C) Adulto farado de olhos transparentes, vista
dorsal; D) Adulto farado de olhos amarelos, vista dorsal; E) Adulto farado de olhos amarelos,
vista ventral (seta: fémea); F) Adulto farado de olhos vermelhos, vista lateral (seta: membrana
pupal) e G) vista ventral (seta: edeago); H) Detalhe do edeago no farado de olhos amarelos
(seta: edeago) e 1) Farado de olhos vermelhos (seta: edeago). Abreviaturas: a, antena; ce,
olhos compostos; es, esqueleto cefalofaringeo; L, pernas; p, proboscidae; w, asas, *
extroversdo das pernas. Escala: 1,0 mm.
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Figura 2.2. Imagens obtidas com microscopia de luz (estereomicroscopio). Sequéncia
morfologica do desenvolvimento intra-pupario de Musca domestica. A) Pupa criptocefilica,
vista ventral; B) Pupa fanerocefalica, vista ventral; C) Adulto farado de olhos amarelos, vista
dorsal; D) Adulto farado de olhos amarelos, vista ventral; E) Adulto farado de olhos rosa,
vista ventral; F) Adulto farado de olhos vermelhos, vista ventral. Abreviatura: a, antena; ce,
olhos compostos; es, esqueleto cefalofaringeo; L, pernas; p, proboscide; w, asas. Escala: 0,5
mm.
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Figura 2.3. Microscopia eletronica de varredura do desenvolvimento intra-pupario em
Diptera. Piophila casei (A) Pupa criptocefalica (B) e adulto farado de olhos transparentes;
Megaselia scalaris (C) adulto farado de olhos transparentes, (D) detalhe da regido cefalica
do adulto farado (seta: corno respiratorio) e (E) detalhe do corno respiratorio (seta: fenda
do corno respiratorio e sequencia em espiral no tergo superior); Fannia pusio (F) pupa
criptocefalica, (G) pupa fanerocefalica e (H) adulto farado de olhos transparentes.
Abreviaturas: ce, olhos compostos; L, pernas; W, asas. Escalas 100 pm (A, C, D, F), 10
um (E) e 1 mm (B, G, H).
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Figura 2.4. Microscopia eletronica de varredura do desenvolvimento intra-pupario de
Musca domestica. A) vista lateral do adulto farado, olhos transparentes; B) espiraculo
pupal anterior (corno respiratério); C) detalhe do corno respiratorio; D) vista ventral
da cabega do adulto farado de olhos transparentes; E) vista ventral da cabega do
farado de olhos rosa; F) vista lateral esquerda da cabeca do adulto farado de olhos
vermelhos; G) detalhe da antena, vista lateral, do adulto farado de olhos vermelhos.
Abreviaturas: ab: abdomen, an: antena, as: espiraculo respiratorio anterior; ey: olhos
compostos; 1: pernas, pr: proboscidae, rc: corno respiratorio, sa: sutura da antena, w:
asas. Escalas: A, D, E-G (100um) e B-C (10pum).
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Figura 2.5. Imagens obtidas com microscopia de Iluz
(estereomicroscopio). Adulto farado de Piophila casei,
desenvolvimento dos olhos compostos. (A) olhos
transparentes, (B) olhos amarelos, (C) olhos rosa e (D) olhos
vermelhos. Abreviatura: ce, olhos compostos. Escala 1 mm.

A

Figura 2.6. Microscopia eletronica de varredura dos olhos
compostos/omatideos de Musca domestica. (A) olhos
transparentes, (B) olhos amarelos, (C) olhos rosa e (D) olhos
vermelhos. Escala 10 um.

66



Figura 2.7. Imagens obtidas com microscopia de luz (estereomicroscopio).
Desenvolvimento intra-pupario de Hermetia illucens. (a) Pupa criptocefalica; (b) adulto
farado de olhos compostos amarelo e (c) marrom. Abreviaturas: a, antena; Ab, abdomen; ce,
olhos compostos; cx1-3, coxa; H, cabeca; Pp, pupario; Tx, térax; w, asas. Escala: (a, b) 1,6
mm e (c) 2,5 mm.
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Figura 2.8. Imagens obtidas com microscopia de luz
(estereomicroscopio). Adulto farado de Hermetia illucens. Olhos
compostos (a) amarelo, (b) rosa, (c) vermelho e (d) marrom.
Abreviaturas: a, antena; ce, olhos compostos; cx1, coxa; la, labrum;
le, pernas; w, asas. Escala: 1,5 mm.
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Figura 2.9. Imagens obtidas com microscopia de luz
(estereomicroscopio). Morfologia dos cornos respiratorios de
Hermetia illucens. (a) Projecdo lateral do corno respiratorio da pupa;
(b - ¢) corno respiratodrio; (d) fendas do corno respiratorio, () corno
respiratorio em formato de coroa. Abreviaturas: pe, peritrema; ph,
corno respiratorio pupal; Pp, pupario; Pu, pupa; rm, rima; * tubo
respiratorio. Escala: (a) 0,3 mm, (b) 2,5 mm, (c) 3,4 mm, (d) 0,6
mm, (¢) 1,6 mm.
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Figura 2.10. Grafico comparativo do tempo de desenvolvimento intra-pupario para as
espécies estudadas e conhecidas; o tempo de desenvolvimento, de cada etapa, foi padronizado
em horas e posteriormente em %. Tempo total da fase de pupa em horas (h): 1, 192 h; 2,
252 h;3,192h;4,192 h; 5,192 h; 6,96 h; 7,90 h; 8, 120 h; 9, 210 h; 10, 149 h; 11, 90 h; 12,
264 h; 13, 504 h; 14, 144h; 15, 96 h; 16, 324 h. Legenda: AF (adulto farado); oc (olhos
compostos); 1-6 (esse estudo); 7 (Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012); 8,9 (Barros-Cordeiro
et al., 2016); 10,11 (Greenberg, 1991); 12 (Sivasubramanian & Biagi, 1983); 13 (Cepeda-
Palacios & Scholl, 2000); 14-16 ndo possui descricdo da etapa farada (Barritt & Birt, 1971;
Fraenkel & Bhaskaran, 1973).
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DISCUSSAO

O desenvolvimento intra-pupdrio ocorreu de forma sequencial e o processo foi
determinado por um conjunto de eventos iguais para todas as espécies, aqui
analisadas. Todavia, os dados de uma espécie ndo podem ser usados como férmula
para outros taxons, mas servem de base para a compreensao do desenvolvimento da
fase de pupa, e como ferramenta auxiliar para estudos sobre ontogenia e cronologia,
dessa fase.

Os resultados permitiram realizar a identificacdo da espécie durante o
desenvolvimento intra-pupdrio. E a partir dos dados morfoldgicos, inferir a idade
minima da pupa, principalmente, quando ela alcanca a etapa farada. Essas
informagdes sdo potenciais ferramentas para a entomologia forense, pois, reconhecer
a espécie encontrada no cadaver e determinar sua idade ¢ fundamental em uma
investigacdo judicial, quando ndo houver tempo habil para sua criacdo até a fase
adulta (Litjens et al. 2001; Schroeder ef al. 2003; Wells & Stevens, 2008; Oliveira-
Costa, 2013).

Desta forma, os dados sobre a cronologia e a morfologia da espécie durante a
fase de pupa sdo essenciais. Estudos realizados com diferentes técnicas e analises com
H. illucens apresentaram resultados diferentes, mas complementares. O primeiro
descreveu o desenvolvimento intra-pupario de H. illucens com sete etapas, desde a
apolise completa até o adulto farado de olhos compostos marrom (Barros-Cordeiro et
al., 2014); o segundo estabeleceu oito etapas, mas somente a partir da etapa farada (Li
et al., 2016). As diferentes observacdes confirmam a necessidade de mais estudos e
uma padronizagdo das técnicas e andlises. Além de corroborarem com tese de nao
compartilhamento de dados especificos de tempo, principalmente, para diferentes
taxons. A identificagdo de um numero maior de caracteres que possibilitem a
identificacdo cada vez mais rdpida e precisa da espécie podem auxiliar na
identificagdo da forma jovem, além de serem extremamente Uteis para a identificagao
correta do espécime para fins de controle sanitario ou para a estimativa de intervalo
pos-morte (Sukontason, et al., 2005; Szpila et al., 2012; Mendonga ef al., 2013)

Assim, pesquisas nessa area sdo essenciais € complementares. Contudo, uma
padronizagdo minima na forma de apresentar os resultados e na utilizacdo da
terminologia sdo imprescindiveis para uma melhor compreensdo da fase de pupa.
Atualmente, os trabalhos abordam de quatro a 18 etapas durante o desenvolvimento

intra-pupario (Karabey & Sert, 2014; Barros-Cordeiro et al., 2016; Salazar-Souza et
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al., 2018). Nos padronizamos em quatro eventos principais, sendo 7 etapas (apolise
larva-pupa, pupa criptocefalica, pupa fanerocefélica, adulto farado de olhos:
transparente, amarelo, rosa e vermelho).

Usando um microtomografo computadorizado Calliphora vicina Robineau-
Desvoidy, 1830 foi descrita com quatro etapas de desenvolvimento (Richards et al.,
2012). Pupas de duas espécies de Phoridae foram observadas sem a necessidade de
sua remog¢ao do pupario, que € pouco pigmentado, isso permitiu a visualizacdo do seu
interior. Foram descritas, durante o desenvolvimento intra-pupario, 10 etapas para M.
scalaris e 11 etapas para Megaselia spiracularis Schmitz 1933 (Dian-Xing & Guang-
Chun, 2013, 2014). Em Phormia regina (Meigen, 1826) foram observadas 10 etapas
(Greenberg & Kunich, 2002); Rhagoletis cerasi (Linnaeus, 1758) foi descrita com
seis etapas para o adulto farado (Papanastasiou & Papadopouos, 2014). Em Lucilia
sericata (Meigen, 1826) os eventos foram apresentados priorizando a hora em que
cada estrutura se apresentava, no total 18 etapas (Karabey & Sert, 2014); método
semelhante foi realizado para Melanoma viatrix Hendel, 1911, com observagdes
diarias foram descritas 15 etapas, o tempo minimo estabelecido para a fase de pupa
(Moreno et al., 2009), para Chrysomya putoria (Wiedemann, 1830), cinco etapas
(Proenca et al., 2014) e quatro para C. albiceps (Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012;
Salazar-Souza et al., 2018).

A pigmentacdo dos olhos compostos estd relacionada com o grau de
desenvolvimento dos omatideos. Assim, quanto mais desenvolvido mais pigmentado,
por isso, as quatro etapas da fase farada podem ser descritas em mais etapas, onde
existem escalas de cores e de desenvolvimento intermediarios, do mais claro para o
mais escuro. Isso foi registrado para M. scalaris, a fase farada do desenvolvimento
intra-pupario das fémeas foi estabelecida com 33 momentos e os machos com 27
momentos, seguindo, principalmente, o grau de pigmentacdo dos omatideos e das
estruturas do corpo (Feng & Liu, 2014).

Ademais, as espécies podem apresentar cores de omatideos diferente na fase
adulta, por exemplo, o adulto de H. illucens possui olhos compostos de tonalidade
marrom escuro, assim as cores da etapa farada foram: transparente, rosa, vermelho e
marrom; j& o adulto de C. albiceps possui olhos compostos de tonalidade vermelha e
as cores da etapa farada foram: transparente, amarelo, rosa e vermelho. Essa diferenca
de cores complementam a tese de que os dados de uma espécie ndo podem ser

generalizados para outra. Nesse exemplo, H. illucens apresentou olhos compostos de
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tonalidade vermelha uma etapa antes do que C. albiceps apresenta (Barros-Cordeiro et
al., 2014; .Salazar-Souza et al., 2018).

O fendtipo de coloracdo dos olhos compostos estd relacionado com o grau de
desenvolvimento dos omatideos. Essa analise foi realizada com auxilio de
microscopio eletronico de varredura para P. casei, M. domestica, nesse estudo, e para
L. cuprina segundo Barrit & Bird (1971). Todos, confirmaram a hipotese de que o
amadurecimento do individuo pode ser mensurado de acordo com o grau de
desenvolvimento dos omatideos, independente do fenotipo final.

O tempo minimo para cada evento do desenvolvimento intra-pupario mostrou-
se varidvel, onde a etapa farada correspondeu a mais de 50% do tempo total da fase de
pupa, para todas as espécies analisadas, e ndo ultrapassou 10% do tempo total para a
apo6lise larva-pupa e para a pupa fanerocefalica. O desenvolvimento s6 pode ser
realizado apos a separagdo entre as cuticulas da larva e da pupa e da diferenciacao e
maturagdo do adulto farado. Denlinger & Zdéarek (1994) descreveram o processo de
extroversdo da capsula cefalica e dos apéndices tordcico como sendo um processo
muito rdpido e com alto gasto energético e por isso, o tempo de desenvolvimento da
pupa criptocefalica e fanerocefélica corresponde a apenas 10%, cada uma, do tempo
total da fase de pupa. A etapa fanerocefélica tem inicio no méximo entre 10 e 20% do
tempo total de desenvolvimento e a etapa farado de olhos amarelos ¢ a mais longa de
todo o processo, para a maioria das espécies ja estudadas; e com 80% do tempo total
da fase de pupa ¢ possivel observar o Imago, ou seja o adulto formado, com todas as
estruturas que permitem a sua identificacdo, por exemplo, em: H. illucens, M.
scalaris, P. casei, C. albiceps, L. cuprina e O. ovis (Cepeda-Palacios & Scholl, 2000;
Feng & Liu, 2014; Karabey & Sert, 2014; Barros-Cordeiro et al., 2014, 2016; Salazar-
Souza et al., 2018).

A divergéncia de resultados, entre diferentes estudos, para uma mesma espécie
pode estar relacionado com a metodologia de criacdo e a dieta oferecida a mosca, na
fase larval. M domestica, por exemplo, foi criada em uma temperatura muito superior
(30°C) aquela que adotamos (23°C) e embora tenha sido uma temperatura mais
elevada a espécie s6 chegou na etapa farada com 30-40% do tempo total, enquanto
que com temperatura mais baixa alcangou a etapa farada com 10-20% do tempo total
da fase de pupa (Fraenkel & Bhaskaran, 1973). P. regina, em um mesmo estudo
(Greenberg,1991), foi observada com variagcdo apenas na temperatura. Provavelmente

por isso, as etapas do desenvolvimento foram muito semelhantes proporcionalmente;
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a divergéncia foi observada no tempo total da fase de pupa: mais acelerado, 90 horas,
a 29°C e mais demorado,149 horas, a 22°C.

Assim, como ocorre na fase larval, o desenvolvimento que ocorre na fase de
pupa, mesmo sendo sequencial, pode ser mais acelerado ou retardado dependendo da
temperatura de criacdo e da biologia de cada espécie (Denlinger & Zdarek, 1994;
Barros-Cordeiro et al., 2016; Salazar-Souza et al., 2018). Ademais, ¢ possivel
estabelecer um padrdo global sem ignorar as caracteristicas especificas de cada taxon.

Segundo Folguera et al. (2010), os individuos apresentam uma resposta
plastica a variagdes de temperatura, mas respondem de formas distintas as mesmas
variagdes, ou seja, eles ndo apresentam uma relagdo linear entre a fisiologia, a sua
historia de vida e o meio ambiente. Desta forma, pode-se inferir que o tempo para
cada evento do desenvolvimento intra-pupario ¢ guiado por comandos internos,
genéticos e por fatores extrinsecos como a temperatura e a dieta disponivel na fase
larval, por isso ¢ espécie especifico (Nijhout et al., 2013, Urena et al., 2014, 2016;
Barros-Cordeiro et al., 2016).
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CAPITULO 3 : GENES PROMOTORES DA METAMORFOSE

Nos insetos holometabolos os processos de muda e metamorfose estdo ligados
ao crescimento da larva. Logo, a forma imatura precisa alcangar comprimento € peso
minimos para atingir um ponto critico e s6 assim, mudar de instar ou entrar na fase de

pupa (Novak, 1975; Nijhout, 1994; Jindra et al. 2013).

Do ponto de vista endocrinolégico, a mudanga de instar larval e o processo de
pupacao sao comandados por dois hormdnios principais e fundamentais: a ecdisona e
0 hormonio juvenil (JH). A ecdisona ¢ a responsavel por coordenar o processo de
muda e de metamorfose e sua sintese independe da presenga do hormoénio juvenil.
Embora, a presenca ou auséncia do JH ¢ o que determina o tipo de transformacao que
vai ocorrer: mudanca de instar ou de fase. A presenca conjunta dos dois hormdnios
induz o inseto a mudar de instar, que ¢ uma mudanga necessaria para o crescimento e
desenvolvimento do individuo; na auséncia do JH - ou sua expressdo em niveis nao
significativos - o inseto inicia a formagdo da pupa, ao processo de metamorfose e a
formagdo do adulto farado (Riddiford, 1978, 2012; Zhou & Riddiford, 2002; Jindra et
al. 2013; Urefia et al., 2014, 2016). A ecdisona induz os fatores de transcricdo do
Broad (BR: previamente chamado de “broad-complex” BR-C) que sdo os

responsaveis pela formacao da pupa e pelo inicio do processo de metamorfose (Zhou
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et al., 1998; Zhou & Riddiford., 2002). As proteinas BR sdo membros da familia
Broad-Tramtrack-Bric-a-brac (BTB) que compartilham um dominio N-terminal
comum, considerado importante nas interacdes proteina-proteina (Zollman et al.,

1994).

Analises de RNAi (RNA de interferéncia) em inseto hemimetdbolos e
holometabolos revelou que Br-C ¢ essencial para a regulacdo do desenvolvimento da
asa (tamanho e vena¢do) (Erezyimaz et al., 2006; Konopova et al., 2011; Huang et al.,
2013). Em individuos holometabolos essa funcdo se expandiu para o controle do
desenvolvimento da pupa, da morfogénese ¢ da inibi¢ao da diferenciagdo em adultos
(Erezyimaz et al., 2006; Suzuky et al., 2008; Konopova et al., 2008, 2011; Huang et
al., 2013; Uredia et al., 2014, 2016).

Além do Br-C o E93 ¢ um gene mestre ‘preservado’ responsavel pela
promocao da metamorfose em insetos hemi e holometabolos (Urefia et al., 2014). A
auséncia desse gene impede o processo de metamorfose e induz o inseto a sucessivas
mudas em hemimetabolos e a repeticdo do processo de pupariacdo em holometabolos
(Urefia et al., 2014). Além disso, E93 ¢ essencial para reprimir a expressao do Br-C
durante os ultimos estagios imaturos de insetos hemimetabolicos e holometabolicos,

garantindo a transi¢ao para as formas adultas (Urefia et al., 2014, 2016).

Nos artrépodes algumas estruturas sdo as responsaveis por sintetizar os
hormdénios de muda e metamorfose. O neuropeptideo protoracicotrépico (PTTH) ¢
produzido pela corpora cardiaca e ¢ o responsavel por estimular a secrecdo das
glandulas protoracicas, que por sua vez sao responsaveis por produzir e secretar a
ecdisona, que ¢ precursora do complexo de ecdiesteroides 20-hydroxyecdysone (20E).
A corpora allata ¢ quem sintetiza e secreta o hormoénio juvenil (JH) (Novak, 1975;
Truman & Riddiford, 2002; Costa et al. 2006; Urefia ef al., 2016).

Em Muscomorpha (Diptera) a corpora cardiaca, a corpora allata, a glandula
peritraqueal e a glandula protoracica se fundiram e formaram uma glandula circular
em forma de anel (McAlpine & Wood, 1989). Essa glandula produz e libera o
hormonio ecdisona para a hemolinfa, que ¢ transportado pelos tecidos periféricos até
ser convertida na forma 20E e se ligar aos receptores EcR (Ecdysone receptor) e Usp

(Ultraspiracle) (Truman & Riddiford, 2002).
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Portanto, o processo de metamorfose ¢ extremamente complexo e a fungao e
expressdo de um determinado gene pode ser uma ferramenta 1til para a identificagdo
da idade do inseto na fase de pupa, principalmente para estudos sobre ontogenia e sua
aplicagdo no controle bioldgico de pragas e para as ciéncias forense. O objetivo desse
estudo ¢ avaliar a expressao do gene Broad ¢ E93 em diferentes momentos do
desenvolvimento intra-pupdrio: da formacdo da pupa até o adulto farado de
Drosophila melanogaster (pré-pupas, pupa hora Zero, pupa

criptocefilica/fanerocefélica e farado olhos amarelos e farado olhos vermelhos).

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras

Pré-pupas e pupas de Drosophila melanogaster foram obtidas por meio da
colonia mantida em laboratério (Vide capitulo coleta e criacdo — Pagina 24). As pupas
foram separadas de acordo com a fase desejada e pesadas para obter no minimo 30
mg de amostra/etapa de desenvolvimento (pré-pupas, pupa hora zero, pupa

criptocefalica/fanerocefalica, farado de olhos amarelos e farado de olhos vermelhos).
Fixacdo

As amostras foram fixadas em 1,0 ml de solugdo de RNALater e mantidas por

cerca de 12 horas a 4°C e posteriormente conservadas a -80°C até o processamento.
Extracdo

As amostras foram retiradas do freezer -80°C e o RNA extraido com mini kit
(RNA purelink 250 reacdes). Antes de comecar: a bancada foi limpa com alcool 70%
e RNase ZAP; a centrifuga ligada e refrigerada para a temperatura de 4°C; e separado

todo o material.

Protocolo: Lise e homogeneizacao da amostra com trizol, por cinco min em
temperatura ambiente; adicionado 200 pl de cloroférmio RNase free; depois a
amostra foi mantida em temperatura ambiente por trés minutos; na sequéncia foi
centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C; com uma pipeta p200 retirada

apenas a fase limpida e colocada em novo microtubo RNase free; adicionado etanol
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70% RNase free (usado mesmo volume da fase limpida) - o etanol usado foi o P.A.
diluido em &gua tratada com DPEC- e misturado o etanol por inversdo a fase limpida.
Foi transferido 700 pl para a coluna Rneasy + tubo coletor de 2,0 ml (de fundo
arredondado); e centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm. Foi descartado o liquido
do tubo coletor e remontado a coluna no tubo com cuidado e centrifugado com mais
700 pl da amostra como no passo anterior. Foi adicionado a coluna 700 pl de Tampao
I (buffer I) e centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm, o liquido do tubo coletor foi
novamente descartado; foi adicionado 500 pl de tampao II (buffer II) e centrifugado a
10.000 rpm por dois minutos o liquido do tubo coletor foi novamente descartado; e
repetido o passo anterior uma Unica vez. A coluna ficou seca, sem resto de etanol, e
foi inserida em novo tubo coletor de 1,5 ml e adicionado 30 ul de agua RNase free do

kit; centrifugado por um minuto a 10.000 rpm e congelado a - 80°C imediatamente.
Quantificagdo do RNA e conversdo em cDNA com Kit

Os tubos foram retirados do freezer -80°C e quantificado o RNA no
NanoDrop microvolume. Os tubos passaram por um breve spin, o termociclador foi
aquecido. O primeiro mix foi adicionado agua 1 pl; novo spin e foi adicionado o
segundo mix (martemix Villo 2 pul para cada 2,5 ng de RNA), incubado a 25°C/10" -
42°C/60" - 85°C/5".

Amplificagdo e Quantificagdo - gPCR

Foi realizada utilizando os kits SuperScript® III Reverse Transcriptase e
QuantiFast SYBR Green PCR Kit. 2,0 ul de cDNA foi diluido 10 x e adicionado a 1
ul de primer sense e 1,0 pl de primer anti-sense (10 pmol cada) (Tabela 1), 12,5 ul de
Master Mix 2X e agua destilada e deionizada suficiente para completar 25 pl de
reacdo. As amostras foram incubadas a 95°C por dois minutos e submetidas a 40

ciclos de 95°C por 30 s e 60°C por 30 s.
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Tabela 3.1. Sequéncia de primers usados no estudo

Referéncia Primer Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3)
EcR-RA ATATGTAGCTGTGCGTGGGTGTGT AAGACTCCTATGCTGCCACCTCCA
Usp CCTGTGCCAAGTGGTCAACAAACA ACATGTAGTTCTCCCTGTCTTTATAGC

Hackney et al. (2012).
Rp49 AAGAAGCGCACCAAGCACTTCATC TCTGTTGTCGATACCCTTGGGCTT

PTTH TGGTGACCACCAAACGCAATGATG ATCAGAAAGCGAGGGAAGTGCAGA

Urefia et al (2016) Br-C CATCTGGCTCAGATACAGAACCT CTTCAGCAGCTGGTTGTTGATGT

E93 TCCACAGATATGCTGCATATTGTG AACCGGCTATTGCTATGGGCTGTT

Boehme et al., 2012 Rpl23 TCGGCAGAGAAAACCATTCAGAA CCCCCGCATTATCCTCAAAGTATAT

RESULTADOS

Todos os genes apresentaram resposta durante a pupariacdo (Dml) e o
desenvolvimento intra-pupario (Dm2-DmS5). Na etapa de pré-pupa (Fig. 3.1 Tab. 3.2)
o E93, o Br e o Ptth apresentaram ACt maior que nas outras etapas. Posteriormente,
sofreram uma reducao e voltaram a subir na etapa final, que corresponde ao imago, ou
seja, o adulto formado prestes a sair do pupario (farado de olhos vermelhos - Dm5).

Os menores valores do ACt, exceto para Usp, foram registrados na etapa
farado de olhos amarelos (Dm3). Essa ¢ a etapa em que a mosca permanece por mais
tempo, durante toda a fase de pupa; nela ocorre a maior parte do desenvolvimento e
amadurecimento da mosca. O ACt se manteve baixo na etapa Dm3. A expressdao do
gene Usp manteve-se constante durante quase todo o desenvolvimento, elevou-se na
etapa final (Dm5), ele ¢ um gene receptor da ecdisona. Os resultados encontrados
eram esperados, pois 0s genes sd0 mais expressivos na etapa anterior aquela que
apresenta a sua resposta, nesse caso a endocrinoldgica.

Usp € um gene receptor da cascata iniciada pelo Ptth, sendo assim, em Dm3 a
expressdo do Usp ¢ maior que a do Ptth, na fase seguinte (Dm4) os valores se
aproximam e em DmS5 a expressdo do Ptth ¢ maior. Isso se deve também por ser um
gene que da inicio a sinalizagdo para a a¢do dos genes Br e E93.

A expressao do Br em DmS5 € maior que nas trés etapas anteriores por ser um
dos responsaveis pela apodlise pupa-adulto, ou seja, ele ¢ um dos responsaveis por
informar ao inseto que o desenvolvimento chegou ao fim, que ele pode emergir para a

fase adulta.
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Os genes utilizados para controle enddégeno ndo se mantiveram constante ao
longo das etapas do desenvolvimento, por isso, as variacdes podem estar

sub/superestimadas.

Tabela 3.2. Resultados da qPCR para as diferentes etapas do desenvolvimento intra-pupério
de Drosophila melanogaster.

ACT Dml Dm?2 Dm3 Dm4 Dm5
Média +SE Média +SE Média +SE  Média +SE Média +SE
PTTH 10,86 0,07 7,25 0,13 4,86 0,14 6,19 0,02 9,91 0,03
USP 6,76 0,06 5,93 0,02 6,20 0,06 6,23 0,02 8,33 0,04
BR 12,94 0,28 8,73 0,11 8,17 0,08 10,82 0,09 12,93 0,08
E93 15,09 0,19 4,24 0,05 5,48 0,06 4,87 0,04 6,23 0,03

SE, erro padrdo; ACt, quantificagdo do gene alvo. Dml, pré-pupa; Dm2, pupa hora zero; Dm3, pupa

criptocefalica/fanerocefalica; Dm4, farado olhos amarelos; Dm5, farado olhos vermelhos.

18 -
16 -
I
14 A
I =
12 A
= = W E93ab
s’ uyusp
<
Ptth
& Br

Dm1 Dm?2 Dm3 Dm4 Dmb5

Figura 3.1. Resultados da qPCR para as diferentes etapas do desenvolvimento intra-pupario
de Drosophila melanogaster. Dml, pré-pupa; Dm2, pupa hora zero; Dm3, pupa
criptocefalica/fanerocefalica; Dm4, farado olhos amarelos; Dm3, farado olhos vermelhos.
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DISCUSSAO

Os niveis elevados de Br e E93 indicam uma maior atuacdo no processo de
pupariagdo. Alguns estudos demonstraram que o E93 ¢ essencial no processo de
apolise larva-pupa, ele ¢ a chave para a morte celular induzida pela ecdisona que
ocorre logo apds a pupariacdo (Lee & Baehrecke, 2001; Lee et al., 2002). Nas moscas
o Br possui papel fundamental no processo de desenvolvimento das asas,
principalmente quanto ao tamanho, forma e formacdo das veias, além de atuar
coordenando toda a morfogénese da pupa, impede a formagao prematura do adulto
(Erezyimaz et al., 2006; Konopova et al., 2011; Huang et al., 2013; Urena et al.,
2014).

A quantificacdo desses genes em cada etapa do desenvolvimento, por serem
imprescindiveis, podem auxiliar em casos judiciais, pois, permitem inferir wma a
idade pupal, mas devem ser avaliados em conjunto com os genes ptth e Usp. Além
disso, os resultados somados a analises morfologicas podem auxiliar nas estimativas
de intervalo de morte (Taron & Forane, 2011, Boheme ef al., 2013, 2014; Martin-
Vega et al., 2017; Zajac et al., 2018).

Como potenciais indicadores da idade da pupa o E93 sinaliza o processo de
pupariacdo com ACT médio em 15; o Ptth e o Usp podem ser usados, em conjunto,
para indicar as etapas: apolise larva-pupa, pupa criptocefalica e farado de olhos
amarelos, onde o valor mais alto do Ptth em relacdo ao Usp indica a primeira etapa, o
inverso indica a segunda etapa e valores semelhantes indicam a terceira etapa,
respectivamente.

O modelo de aplica¢dao dos genes promotores da pupariagdo e da pupacdo em
Diptera ¢ recente. O estudo de outros genes marcadores especificos da fase de pupa e
uma ampliacdo desse estudo € necessario para solidificar esses dados a fim de uma
aplicacdo inquestiondvel ndo s6 sobre a idade da pupa, mas também como
instrumento para compreender os comandos que guiam todo o desenvolvimento intra-

pupario.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A metamorfose sempre despertou interesse nos seres humanos. Nos insetos foi
objeto de estudo e arte ha mais de 300 anos, sendo que um dos primeiros registros foi
elaborado em 1705 por Maria S. Merian, em seu livro “Metamorphosis: Insectorum
Surinamensium”. Ela retrata por meio de desenhos as fases de ovo, larva, pupa e
adulto, de diversos insetos e anfibios, todos acompanhados de curtos textos
descritivos. Desde entdo, ao longo dos séculos, o processo de metamorfose, sua
origem ¢ a fun¢do da fase de pupa sdo objetos de estudos. Durante esse tempo, as
pupas de mosca foram examinadas de diferentes formas e realizadas descri¢cdes e
analises simples e complexas da morfologia ao estudo molecular.

Acerca desse tema - a fase de pupa — e com base nas nossas observacoes e

analises € possivel fazer as seguintes consideragdes:

» A ultraestrutura dos puparios ¢ suas propriedades mecanicas, obtidas com os
microscopios de alta resolucao de forga atomica e de varredura, permitiram
explorar uma nova abordagem em nanoescala. Os puparios apresentaram
caracteristicas diferentes entre as espécies analisadas. Essa nova abordagem
tem potencial para ser usada como ferramenta de identificacdo de espécies de
moscas e contribuir para estudos filogenéticos. Além disso, € propicio o uso

dos puparios como modelo e fonte de novo material para a nanoengenharia.

» O desenvolvimento intra-pupario ¢ a metamorfose em Diptera Brachycera ¢é
sequencial, possui sete etapas definidas e sofre influencia da temperatura e das
calorias ingeridas na fase larval. Além disso, espécies distintas respondem de
forma diferente ao mesmo estimulo. Nao hé isocronismo entre a fisiologia e o
meio ambiente, por isso, as caracteristicas de cada taxon ndo devem ser

ignoradas.
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» O processo de metamorfose é iniciado e finalizado por ag¢do de genes
especificos e essenciais ao processo de muda e pupacdo A quantificacdo dos
genes Br, E93, Usp e Ptth, em cinco etapas pré-estabelecidas do
desenvolvimento intra-pupario, permitiu associar sua presenca quantitativa a
idade da pupa, sendo um importante resultado para compreender onde sua
atuacdo ¢ fundamental: histolise, histogéneses ou diferenciacdo. O E93 obteve
um pico no processo de pupariacdo e o Br ¢ mais atuante no processo de
diferenciagdo. Ambos apossuem quantidades que permitem inferir que eles
atuam durante todo o processo de desenvolvimento. O pico do Br no final da
metamorfose indica que ele ¢ fundamental no processo de emergéncia da
mosca adulta. Esse aspecto pode ser relevante para estudos onde se busca
matéria prima para inseticidas, de pragas agricolas e pecuarias, que nao

causem danos para humanos e outros animas.

PERSPECTIVAS

» Analisar, com auxilio dos Microscopios Eletronico de Varredura e de Forga
Atomica, puparios de outras espécies de Diptera. Além de avaliar se € possivel
investigar a idade da pupa, por meio do pupario, ao longo do desenvolvimento

intra-pupario.

» Estabelecer o tempo de desenvolvimento intra-pupario em diferentes

temperaturas e estudar outras espécies de Diptera.

» Testar genes candidatos que possam ser usados para controle enddgeno; testar
outros genes que possam atuar como marcadores das etapas do

desenvolvimento intra-pupdrio; expandir as analises para a outras espécies.

Merian, M. S. 1705. Metamorphosis: Insectorum Surinamensium. Amsterdam: Voor den Auteur .

Als ook by Gerard Valk.
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GLOSSARIO

Adulto farado: E a etapa mais longa do desenvolvimento intra-pupal, corresponde a
maturagio do adulto (Denlinger & Zdarek, 1994; Cepeda-Palacios & Scholl,
2000)

Apdlise: processo de separagdo e digestdo parcial das células epidermais da cuticula
velha do inseto e secre¢ao da nova cuticula (Jenkin & Hinton, 1966, Hinton,
1971).

Apodlise Larva-Pupa: marca o fim do processo de pupariagao. Processo que separa a
cuticula da larva modificada, o pupario, da nova epiderme da pupa em formagao
(Denlinger & Zdarek, 1994).

Ecdise: rompimento da cuticula velha e liberacdo do inseto, podendo ser de um instar
ou estagio (Jenkin & Hinton, 1966, Hinton, 1971).

Eclosdao: acdo de sair a luz, de surgir. Usado para designar a saida da larva do ovo
(Costa et al., 2006).

Emergéncia: aparecimento, surgimento. Ato no qual o inseto adulto sai do pupario
(Borror & DeLong, 1988)

Evento: acontecimento, de carater eventual. Eventualidade = transitorio (Koogan &
Houaiss, 1999)

Exuvia: a cuticula velha do inseto deixada apds a ecdise (Costa et al., 2006).

Estagio = fase: sdo etapas do ciclo de vida de um inseto holometabolo (ovo, larva,
pupa, adulto) (Hinton, 1946; Costa et al., 2006).

Farado: intervalo entre dois eventos, momento que o inseto se encontra encoberto
pela cuticula do instar ou estagio anterior (Hinton, 1946; Costa et al., 2006).

Imago: Imagem. Forma definida do inseto adulto apds a evaginagdo da capsula
cefalica e dos apéndices toracicos (modificado de Costa et al., 2006).

Instar: ¢ fisiologicamente definido como o periodo compreendido entre duas
apolises. Usado atualmente para definir cada uma das etapas do estagio larval
(Fink, 1983; Costa et al., 2006).

Pupa criptocefalica: ‘cabeca escondida’ ocorre logo apds a apolise larva-pupa e
termina com a evagina¢do da cabega e dos apéndices toracicos. Os discos

imaginais dos apéndices e a vesicula cefalica (ganglio cerebral e cefalico) estdo
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sob os segmentos do térax (Imms, 1957; Fraenkel & Bhaskaran, 1973; Denlinger
& Zdarek, 1994).

Pupa fanerocefilica: ‘cabeca visivel’ ocorre a extroversdo, visualizagdo, da capsula
cefalica e dos apéndices toracicos. Marca o processo de apdlise pupa-adulto
(Fraenkel & Bhaskaran, 1973; Denlinger & Zdarek, 1994).

Pupacio: finalizado o processo de pupariagdo, inicia-se logo apos a apolise larva-
pupa, a pupa formada passa por dois eventos i) extroversao da cabeca e dos
apéndices toracicos e ii) desenvolvimento e maturagdo do adulto farado
(Denlinger & Zdarek, 1994).

Pupariacgiao: processo compreendido entre o abandono da dieta, pela larva madura,
até a completa imobilizagdo e reducdo do comprimento larval. Gradualmente
ocorre a redu¢do da sua mobilidade e a retracdo dos segmentos. A cuticula
progressivamente fica mais opaca, pigmentada e esclerotizada (Fraenkel &
Bhaskaran, 1973; Denlinger & Zdarek, 1994).

Pré-pupa: ocorre na larva madura, periodo compreendido entre o abandono da dieta
pela larva até a formagao da pupa (Costa & Vanin, 1985; Costa et al., 2006).
Pupa: termo usado para definir a fase em que o inseto esta inativo, ele ¢ incapaz de se

alimentar. Ocorre entre o ultimo instar larval e a fase adulta (Hinton, 1946, 1948;
Imms, 1957).
Pupario: envoltorio formado pelo endurecimento da cuticula do ltimo estagio larval

(Hinton, 1946, 1948; Borror & DeLong, 1988).
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